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RIASSUNTO 
 
Il presente lavoro di tesi costituisce l’inizio di uno studio volto all’ ottenimento di un prodotto con capacità 
solubilizzanti di principi attivi idrofobici e proprietà mucoadesive. Il lavoro sperimentale svolto per la 
presente tesi di laurea riguarda quindi la preparazione e lo studio di complessi costituiti da desametasone, 
corticosteroide scelto come modello di farmaco lipofilo, e metil-β-ciclodestrina aggraffata con chitosano 
quaternarizzato, polimero con note capacità mucoadesive. Il lavoro è stato suddiviso in tre fasi successive: la 
sintesi del coniugato chitosano quaternarizzato e ciclodestrina, la complessazione con il desametosone e una 
indagine preliminare sulla dissociazione del complesso mediante dialisi in vitro. 
La prima fase di questo lavoro di tesi ha previsto l’elaborazione di un protocollo sperimentale per la sintesi di 
una macromolecola costituita da chitosano quaternarizzato e metil-β-ciclodestrina (QCSMeβCD). 
La quaternarizzazione del chitosano è stata compiuta su un prodotto commerciale con peso molecolare 
medio e  grado di deacetilazione > 75% . Il prodotto (QCS) è stato aggraffato con Metil-β-ciclodestrina 
(MeβCD) attraverso tre passaggi: attivazione, coniugazione, quenching. 
 Attivazione: in questa fase si procede all’attacco di uno spaziatore (nel nostro caso trattasi di 
esametilene diisocianato) al chitosano quaternarizzato. 
 Coniugazione: la Metil-β-ciclodestrina viene legata al chitosano quaternarizzato attivato. 
 Quenching: interruzione della reazione di coniugazione per disattivazione dei terminali isocianati. 
Tutti i prodotti e gli intermedi di reazione sono stati caratterizzati mediante spettroscopia Infrarossa in 
riflettanza totale attenuata (ATR/FT-IR), calorimetria differenziale a scansione (DSC) e risonanza magnetica 
nucleare (1HNMR). Il grado di sostituzione del polimero quaternarizzato ed il grado di coniugazione nel 
prodotto finale sono stati valutati mediante 1HNMR. 
Nella seconda fase, è stato studiato il profilo di solubilità del desametasone in presenza del coniugato QCS-
MeβCD  o della miscela dei precursori. Il desametasone è stato complessato da prima con i singoli polimeri in 
soluzione, a seguire, sono stati caratterizzati i profili di complessazione di miscele ternarie (QCS /MeβCD 
/desametasone ) ed infine con il coniugato sintetizzato. Il grado di solubilizzazione è stato valutato mediante 
analisi spettrofotometriche UV-Vis e cromatografiche, HPLC. 
Nella terza fase, sono stati svolti studi di diffusione da membrana del farmaco in soluzione. Sono stati 
confrontati i dati ottenuti con il farmaco da solo, solubilizzato dal QCSMeβCD o dalla ciclodestrina in miscela 
con il polimero QCS.  
 
Questo lavoro di tesi è parte di una collaborazione in atto tra i gruppi di ricerca delle professoresse Patrizia 
Chetoni e Ylenia Zambito. 
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1. PARTE INTRODUTTIVA 
 
 
1.1 IL CHITOSANO 
 
 
1.1.1 INTRODUZIONE: ASPETTI CHIMICO-TECNOLOGICI DEL CHITOSANO  
 
Il chitosano è un polisaccaride cationico con eccellenti qualità farmaceutiche,  in quanto  biocompatibile, 
biodegradabile, mucoadesivo, non tossico e possiede attività antimicrobica, antivirale ed immunoadiuvante. 
Dal punto di vista chimico il chitosano è un polisaccaride naturale composto essenzialmente da D-
Glucosammina (GlcN) e N-Acetil-D-Glucosamina (GlcNAc), legate tramite legami β (1→4). Il rapporto 
GlcN/GlcNAc si definisce il grado di de acetilazione del polimero. 
Il chitosano non si trova facilmente in natura ma è generalmente ottenuto dalla deacetilazione della chitina, 
un omopolimero costituito da più unità di GlcNAc, legate tra di loro con un legame di tipo β (1→4). La chitina 
è presente nel guscio di crostacei e molluschi, nella parete cellulare dei funghi e nella cuticola degli insetti.  
 
     Figura 1. Struttura del chitosano 
 
Sulla base dell’origine  e della modalità di preparazione, il suo peso molecolare varia da 300 ad oltre 1000 
kDa, e da un grado di de-acetilazione del 30% fino al 95%.  Il numero di unità ripetenti del chitosano dipende 
da come viene effettuata la reazione di deacetilazione della chitina, che può avvenire in condizioni 
eterogenee o omogenee. Questa differenza strutturale è molto importante nel determinare alcune proprietà 
del chitosano, come la solubilità. Il chitosano ottenuto in condizioni eterogenee, non è solubile in acqua, e  
diventa solubile a pH acido; mentre il chitosano ottenuto in condizioni omogenee risulta solubile in acqua. 
Per questo è possibile trovare in commercio un elevato numero di tipi di chitosano che differiscono tra loro 
per il peso molecolare ed il grado di deacetilazione.  
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Figura 2. Reazione di deacetilazione 
 
Inoltre, il chitosano può essere chimicamente modificato grazie alla presenza sulla sua unità ripetitiva di 
gruppi –NH2 e –OH, dando luogo alla formazione di numerosi derivati che vengono utilizzati per preparare 
svariate formulazioni con vari usi e applicazioni. Il legame glicosidico del chitosano è emiacetalico e pertanto 
non è stabile ed in ambiente acido può essere idrolizzato, con conseguente diminuzione della viscosità e del 
suo peso molecolare 
Un’altra attività interessante del CS è la sua attività antibatterica intrinseca; studi hanno dimostrato che il CS 
può ridurre la frequenza di osteomieliti sostenute da stafilococco aureo indotte in ambiente sperimentale in 
conigli. Sembrerebbe che il suo amino gruppo cationico si associ con gli anioni della parete batterica 
sopprimendone l’attività metabolica.  Inoltre, il CS inibisce il trasporto di massa attraverso la parete batterica 
provocando una morte del microrganismo. Data questa capacità, il CS è stato  studiato anche come carrier 
per antibiotici.  
 
1.1.2.  APPLICAZIONI  FARMACEUTICHE DEL CHITOSANO 
 
L'enorme potenziale del chitosano nel campo farmaceutico è stato illustrato da vari articoli  in letteratura. 
Questi fanno notare che il chitosano è biodegradabile, ha una bassa tossicità e buona tollerabilità oculare, 
mostra proprietà bioadesive e migliora la permeabilità delle barriere biologiche. Dal punto di vista 
tecnologico le sue caratteristiche fisico-chimiche lo rendono adatto per la progettazione di formulazioni 
liquide. 
È stato provato che il chitosano migliora la penetrazione del farmaco attraverso non solo monostrati cellulari, 
come gli epitelio intestinale e nasale, ma anche attraverso strati di cellule stratificate, come ad esempio l’ 
epitelio buccale, vaginale e  quello corneale. 
Il chitosano è degradato dai lisozimi nel siero e dalla lipasi, un enzima presente nella saliva e nei fluidi gastrici 
e pancreatici. I prodotti della degradazione enzimatica del chitosano non sono tossici. Inoltre è stato 
riscontrato che il chitosano aumenta la permeabilità delle membrane cellulari, sia in vitro che in vivo. Da un 
punto di vista biofarmaceutico, il chitosano ha la potenzialità di aumentare l’assorbimento dei farmaci 
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prolungando il tempo di residenza dei sistemi di rilascio ai siti di assorbimento ed ha la capacità di aprire le 
giunzioni strette delle membrane cellulari. Inoltre ha attività antimicrobiche, antivirali ed antitumorali. Tutte 
queste interessanti proprietà del chitosano e dei suoi derivati hanno suggerito il loro impiego in numerose 
applicazioni: in compresse, film, e microparticelle per il rilascio di farmaci. 
 
 
 
1.2 LE CICLODESTRINE 
 
Figura 3. Struttura delle 3 ciclodestrine naturali: α-ciclodestrina(A), β-ciclodestrina(B), γ-ciclodestrina(C) 
 
1.2.1. INTRODUZIONE: ASPETTI CHIMICO-FARMACEUTICI 
 
Le ciclodestrine sono prodotti naturali costituite da unità glucopiranosiche legate in forma ciclica a formare 
strutture a tronco di cono. Oltre ad alcuni oligosaccaridi ciclici minori, le ciclodestrine comprendono 3 
prodotti naturali principali, definiti α-ciclodestrine, formate da sei residui glucosidici, β-ciclodestrine, formate 
da sette residui, e γ-ciclodestrine, che presentano otto residui. 
I gruppi ossidrilici secondari dei glucopiranosio (C2 e C3), sono situati a livello del margine che delinea 
l’estremità più larga del toroide mentre gli ossidrili primari (C6) si trovano attorno al margine inferiore, ossia 
quello più stretto. La struttura ciclica è a forma di tronco di cono, la cui cavità (idrofobica) è costituita dagli 
atomi di idrogeno e dai legami idrogeno tra gli H e gli O glicosidici. Il lato che ospita i gruppi ossidrilici 
secondari ha un diametro maggiore rispetto a quello con gli ossidrili primari, poiché a questi è consentita una 
libera rotazione che causa la riduzione del diametro. 
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Figura 4. Disposizione e dimensioni dei toroidi delle ciclodestrine 
 
Gli elettroni di non legame dell’ossigeno glicosidico sono localizzati a livello della cavità, originando 
un’elevata densità elettronica che conferisce un carattere di base di Lewis. L’ossidrile in posizione 2 del 
glucopiranosio può formare un legame idrogeno con l’ossidrile in posizione 3 dell’unità adiacente. La 
formazione di questi legami a idrogeno è alla base della struttura rigida delle ciclodestrine ed è causa della 
bassa solubilità delle β-ciclodestrine in acqua. Tale ciclo di legami idrogeno è incompleto nelle α-ciclodestrine 
perché un’unità glucopiranosica è in posizione distorta per cui si possono formare solo quattro legami 
idrogeno. Le γ-ciclodestrine invece presentano una struttura non planare più flessibile e per questo risultano 
essere le ciclodestrine più solubili in acqua. 
 In soluzione acquosa la cavità delle ciclodestrine viene occupata da molecole d’acqua: trattandosi però di 
una interazione tra una molecola polare ed una apolare l’acqua può essere facilmente sostituita da altre 
molecole. Quello che determina la formazione del complesso è la sostituzione delle molecole d’acqua con 
altre molecole a polarità più bassa.  
 
Figura 5. Complesso farmaco/ciclodestrina 
 
La cavità delle ciclodestrine può ospitare varie molecole a seconda delle loro caratteristiche chimico-fisiche. 
La forza trainante della formazione del complesso è determinata da fattori entropici (spostamento di 
molecole d’acqua) ed entalpici (interazioni idrofobiche tra il core delle ciclodestrine e la molecola inclusa). Il 
complesso viene quindi stabilizzato dalle forze di Van der Waals e da legami idrogeno. L’affinità di una 
molecola per la cavità delle ciclodestrine dipende dalle sue dimensioni, dal suo rapporto 
idrofobicità/idrofilicità ed anche dalle dimensioni della ciclodestrina usata. Si è constatato che sono i fattori 
geometrici più che quelli chimici a determinare quale tipo di molecola avrà l’affinità maggiore per la 
ciclodestrina scelta. I diversi tipi di ciclodestrine presentano diametri interni diversi e quindi saranno in grado 
di accogliere molecole diverse, che si orienteranno nella cavità in modo da offrire la massima superficie di 
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contatto della porzione idrofobica con la frazione apolare della cavità interna. La parte idrofila invece rimane 
all’esterno, assicurando il massimo contatto con il solvente e i gruppi ossidrilici della ciclodestrina (Fromming, 
K.H., 1993). Il caso più frequente di inclusione è quello in cui le ciclodestrine e la molecola ospite sono in 
rapporto 1:1. Si parla allora di incapsulamento molecolare. Esistono comunque rapporti 2:1 e 1:2 oppure 2:2 
o di grado maggiore.   
    
  Figura 6. Modello di complessazione con farmaco e tipi di complessazioni 
 
L’associazione tra ciclodestrina e la molecola ospite (G) e la dissociazione del complesso ciclodestrina-guest 
sono governate da un equilibrio termodinamico espresso da una costante Ka (costante d’associazione), 
esprimibile anche come Kd= 1/Ka (costante di dissociazione). La costante di associazione del complesso 
ciclodetrina-farmaco (Ka) varia entro un ampio range, tra 1 e 10-8 M, e l’associazione è in funzione della 
temperatura, della forza ionica e del pH (Szejtli, J. 1998) 
 
   Figura 7. Varie possibilità di complessazione con un farmaco 
 
 
In Tabella 1 sono riportate le principali caratteristiche chimico-fisiche, dei diversi  tipi  (α , β  e γ)  di CD . 
 
Tabella 1. Caratteristiche chimico-fisiche dei diversi tipi di ciclo destrine 
 α β γ 
N° unità glucosio 6 7 8 
P.M. (anidro) 972 1135 1297 
Solubilità in H2O g/100mL a 25°C 14.2 1.85 23.2 
Intervallo del p.f. in °C 255-260 255-265 240-245 
Volume cavità in (mL/mol) 174 262 472 
Diametro medio cavità anello maggiore (Å) 5.7 7.8 9.5 
Diametro esterno medio anello maggiore (Å) 13.7 15.3 16.9 
Altezza anello (Å) 8 8 8 
Molecole di H2O dentro la cavità 6 11 17 
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La solubilità in acqua delle CD, a 25 °C è strettamente correlata alla capacità dei gruppi ossidrilici di formare 
legami ad idrogeno con il solvente. La disposizione spaziale dei monomeri di glucosio determina sia il numero 
sia l’intensità di interazioni tra gli ossidrili. Pertanto la γ-CD possedendo una struttura meno rigida è la più 
solubile (23,2 g/100 ml), seguono la α-CD (14,5 g/100 ml) e la β-CD (1,85 g/100 ml). All’aumentare della 
temperatura la solubilità delle CDs naturali aumenta, mentre le CDs derivate (ad esempio dimetil-β-CD e 
trimetil-β-CD) hanno un comportamento opposto. Ciò è stato spiegato col fenomeno di progressiva 
disidratazione all’aumentare della temperatura.  
La formazione di un complesso tra le ciclodestrine e molecole scarsamente solubili, in soluzione acquosa, 
porta a diverse variazioni chimico-fisiche della molecola ospite (Szejtli, J. 1998).  
 
 
1.2.2. TIPI DI CICLODESTRINE 
 
La ciclodestrina naturale più comune è la β-ciclodestrina, che ha 7 gruppi ossodrilici primari e 14 secondari. 
Tali ossidrili sono stati modificati per introdurre gruppi funzionali in grado di modificarne le proprietà 
chimico-fisiche e la capacità di formare complessi di inclusione. L’utilizzo delle ciclodestrine come carrier per 
farmaci è limitato dalla loro bassa solubilità in acqua. 
Le CDs sono classificate in:  
a) CDs naturali;  
b) CDs derivate o semisintetiche, che comprendono:  
• CDs alchilate; 
 • CDs ramificate; 
 • CDs polimeriche;  
• CDs collegate.  
Le CDs naturali sono quelle direttamente derivate dall’idrolisi enzimatica ossia le α-CD, β-CD, γ-CD, sostanze 
di natura cristallina che fondono con decomposizione sui 280 °C.  
Le CDs derivate o semisintetiche, si ottengono per sostituzione degli atomi di -H degli -OH presenti su 
ciascuna unità glucosio:  
• Le CDs alchilate: presentano una migliore solubilità in H2O, anche se i gruppi sostituenti sono a carattere 
lipofilo (metile e idrossipropile); 
• Le CDs ramificate hanno una solubilità > 50g/100mL, non hanno proprietà emolitiche ma presentano un 
minore potere complessante (glucosio e diglucosil-β-CD e maltosil e dimaltosil-β-CD);  
• Le CDs collegate sono dei dimeri collegati con catena adatta. Sono state progettate per permettere 
l’inclusione di molecole di grosse dimensioni; 
 • Le CDs polimeriche sono usate come eccipienti per le forme a rilascio prolungato perché poco solubili. 
Ciclodestrine collegate. 
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Il grado di sostituzione degli ossidrili deve essere controllato, per garantire un equilibrio tra la solubilità in 
acqua e il potere complessate: l’aumento del grado di sostituzione causa ingombro sterico, che può 
rappresentare un limite per l’ingresso della molecola ospite nella cavità della ciclodestrina. In tecnologia 
farmaceutica le ciclodestrine vengono soprattutto impiegate per aumentare la solubilità in acqua di farmaci 
attraverso la formazione di complessi di inclusione. 
 
 
1.2.3. PRINCIPALI APPLICAZIONI IN CAMPO FARMACEUTICO 
 
I principali vantaggi che hanno portato all’applicazione delle ciclodestrine in campo farmaceutico  sono 
molteplici e vanno da quelle propriamente chimico-tecnologiche, a quelle biofarmaceutico-terapeutico. 
L’uso delle CD può determinare: 
• aumento della solubilità e della velocità di dissoluzione di farmaci scarsamente idrosolubili. Sono stati 
raggiunti grandi risultati nell’applicazione a ormoni steroidei, Fans e prostaglandine  in quanto, l’aumento 
della solubilità ha portato un aumento della biodisponibilità del principio attivo, con conseguente 
abbassamento della dose e riduzione degli effetti collaterali;  
• miglioramento della biodisponibilità orale, rettale, transdermica, nasale, oculare, sublinguale conseguente 
all’ aumento del tempo di contatto al sito di assorbimento ed ad una riduzione dell’irritazione dopo 
applicazione in vivo;  
• aumento della stabilità a causa della  maggiore protezione della molecola inclusa nella CD  nei confronti 
delle  reazioni di degradazione ossidativa e termica, e idrolisi; l’effetto stabilizzante determinato dalle CDs 
dipende dalla natura del gruppo funzionale del farmaco e dall’effetto di questo gruppo sulla stabilità del 
farmaco e sul veicolo;  
• mascheramento di odori e sapori sgradevoli;  
• trasformazione di farmaci liquidi in polveri: olii essenziali e nitroglicerina, clofibrato, ecc. per una migliore 
manipolazione nella produzione della forma farmaceutica;  
• diminuzione della volatilità e quindi utilizzabile per sostanze volatili come mentolo e canfora;  
•  rilascio prolungato dei farmaci e quindi possibile utilizzo per principi attivi con tempo di emivita breve;  
• proprietà leganti e disgreganti, in particolare per le CDs polimeriche, di polveri compattate. L’utilizzazione 
delle CD come eccipiente per la produzione di compresse è riportato come innovativo; 
• eliminazione di incompatibilità: in forme farmaceutiche multicomponenti;  
• separazione analitica di enantiomeri: per principi attivi che presentano centri stereogenici (es. Amlodipina 
Besilato);  
• Azione di catalisi di reazioni stereospecifiche. 
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In previsione di un ampio utilizzo in campo farmaceutico la tossicità delle ciclodestrine è stata estesamente 
valutata. Dopo somministrazione per via orale le ciclodestrine naturali non sono risultate tossiche mentre dei 
fenomeni tossici si sono osservati per somministrazione parenterale. A livello renale le β-ciclodestrine hanno 
dimostrato un elevato effetto nefrotossico, probabilmente dovuto alla loro bassa solubilità. Le ciclodestrine 
inducono una modificazione morfologica negli eritrociti, ed ad alte dosi causano emolisi. L’attività emolitica 
delle ciclodestrine naturali è maggiore per le β-ciclodestrine mentre è minima per le γ-ciclodestrine (Ohtani, 
Y. 1989) probabilmente a causa della diversa capacità di ciascuna ciclodestrina di solubilizzare i componenti 
di membrana. 
 
 
1.3 METIL-β-CICLODESTRINA (MeβCD) 
 
 
Figura 8. Struttura della Metil-β-ciclodestrina 
 
1.3.1 INTRODUZIONE 
La metil-β-ciclodestrina ( MeβCD ) è un composto costituito da beta-ciclodestrina sostituita da uno a sette 
gruppi metilici. Il peso molecolare medio è in funzione del grado medio di sostituzione molare (MS) e può 
essere calcolato come peso molecolare medio secondo la formula: MW = 1135 + 7 * MS * 14. 
Il MW medio tipico della metil-β-ciclodestrina è 1191. 
La MeβCD, come altri derivati della ciclodestrina industriali, è un materiale polidisperso, ma la 
polidispersione dei sui componenti è più piccola rispetto ad altre varianti di β-CD: questo è dovuto alla 
specificità della reazione utilizzata per la preparazione, che introduce sostituenti metilici nella posizione 
secondaria O-2, di cui ce ne sono solo sette su una beta-ciclodestrina nativa. 
Nel derivato HPβCD, i sostituenti sono distribuiti in modo casuale su 21 posizioni. 
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Nella MeβCD, la distribuzione casuale è limitata essenzialmente a 7 posizioni con solo tracce di prodotti 
sostituiti O-6. La stretta distribuzione dei sostituenti, dà a questo derivato la sua caratteristica capacità di 
cristallizzare come cristalli astiformi. 
MeβCD è stabile sia in soluzioni che in forma solida; poiché è stabile all’umidità, formulazioni solide possono 
essere sviluppate utilizzandolo come base di partenza. 
Soluzioni di MeβCD, anche se concentrato, non formano precipitati insolubili, a differenza della soluzione di 
γ-ciclodestrina. 
La MeβCD  è molto stabile in soluzioni neutre o alcaline ed è stabile quando esposto all'ossigeno dell'aria; in 
soluzioni acide, viene lentamente idrolizzato a velocità simili ai derivati della beta-ciclodestrina più stabili. 
MeβCD è stata progettata per essere uno dei più efficaci derivati della ciclodestrina industriale e per essere 
usato senza complicazioni. 
Ciò porta a dei vantaggi, consistenti in una più facile solubilizzazione in acqua (a differenza della beta-
ciclodestrina) e la solubilità aumenta con la temperatura, simile ad altri materiali noti; le soluzioni acquose 
sono stabili e non formano precipitati come fanno, per esempio, le soluzioni di gamma-ciclodestrina; a 
differenza dei derivati ionici di ciclodestrine, non aumenta di molto la forza osmotica di soluzioni; questo 
semplifica lo sviluppo della formulazione; la solubilizzazione di farmaci, cosmetici e altri materiali di 
importanza industriale di soluzioni acquose di MeβCD è alta e dipende linearmente dalle sue concentrazioni. 
Complessi di inclusione con questo metil- derivato possono risultare ancora più solubili in acqua della MeβCD 
stessa. 
Questo è probabilmente dovuto all’insolito reticolo cristallino che può accogliere molecole che hanno  un 
diverso numero di gruppi metilici per molecola, ma non sembrano essere in grado di accogliere molecole che 
hanno un farmaco incluso nella loro cavità. Pertanto, la capacità di cristallizzare viene eliminato mediante 
l'inclusione di un farmaco.  
Per ottenere questi attributi, la cavità di beta-ciclodestrina, che ha il diametro ottimale per i composti di 
importanza industriale, è solo leggermente prolungata con i sostituenti metilici, che sono altrettanto stereo-
rigidi come la cavità stessa. Questo aumenta la potenza di solubilizzazione. 
Inoltre, poiché i sostituenti metilici sono piccoli, non funzionano come ospiti ad elevata concentrazione, una 
caratteristica complicazione di altri materiali che conduce alla auto-associazione e diminuzione non lineare di 
efficienza di solubilizzazione ad alte concentrazioni. 
 
1.3.2. APPLICAZIONI FARMACEUTICHE 
 
Analogamente all’ HPβCD, la MeβCD può essere utilizzata in diverse applicazioni con diversi scopi, tra cui: 
1.aumento della solubilità in acqua e velocità di dissoluzione dei farmaci scarsamente solubili e quindi 
aumento della biodisponibilità, quando solubilità o tasso di dissoluzione sono il fattore limitante nella 
biodisponibilità. Questo aumento può essere utilizzato per migliorare le forme di dosaggio liquide e solide. 
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2. aumento del tasso di trasferimento di un farmaco dalla soluzione al tessuto senza danneggiarlo.. 
Questo è un fattore critico per: 
- formulazioni sublinguali e supposte - forme di dosaggio che potenzialmente possono sostituire alcune 
formulazioni parenterali per i farmaci distrutte nel primo passaggio dal sistema portale. 
- forme di dosaggio di farmaci per i quali c’è una comparsa immediata di effetti. (Solventi e / o detergenti 
organici possono essere utilizzati per la solubilizzazione di farmaci, ma tali soluzioni non possono 
effettuare tale rapido trasferimento di farmaco nel tessuto intatto). 
3. ridurre gli effetti collaterali di principi attivi o di ridurre amarezza o odore sgradevole di alcuni farmaci. 
 
 
1.3.3. METABOLISMO E TOSSICOLOGIA DI MeβCD 
 
Risultati tossicologici preliminari sulla MeβCD, hanno dimostrato di avere un buon potenziale per alta 
tolleranza biologica che dovrebbe essere ulteriormente indagata. 
Derivati della ciclodestrina non penetrano le barriere che proteggono gli organismi, tessuti e cellule, ma, se 
usati a concentrazioni molto elevate, possono danneggiare queste barriere solubilizzandole e, quindi, con 
l'estrazione dei loro componenti.  
La MeβCD è stata progettata tenendo conto di questo meccanismo postulato per la tossicità, con estensione 
solo moderata e selettiva della cavità per evitare di fare del derivato un solubilizzante potente con 
diminuzione della tolleranza biologica. 
Ad un livello diverso dal parenterale, somministrazione di derivati  della ciclodestrina sono infine escreti 
nell'urina in una piccola frazione essendo in grado di rimanere nei reni. Come con altri derivati, si prevede 
che tale percorso di escrezione potrebbe provocare tossicità renale quando vengono utilizzate dosi molto 
elevate.  
 
 
1.4 CONIUGATO CICLODESTRINA / CHITOSANO 
 
1.4.1 INTRODUZIONE 
 
Le CD hanno ricevuto molta attenzione a causa della loro capacità unica di formare complessi host-guest con 
i vari composti organici. L'innesto molecole CD in chitosano porta ad un vettore molecolare con proprietà 
promettenti a causa degli effetti cumulativi di dimensioni specificità e le proprietà di trasporto della CD. 
Grazie alla frazione CD presente nel backbone chitosano, è stato dimostrato che il complesso β-CD chitosano 
innestato ha alcune selettività per l'assorbimento di 6-(p-toluidino)-2-naftalene-6-sulfonato (TNS)  
bisfenolo A, p-nonilfenolo, e colesterolo ed ha la forte inclusione e capacità lenta cessione con iodio. Questo 
polimero CD innestato ha anche confermato il complesso host-guest con p-nitrofenolo, p-nitrofenolato, 
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acido tert-butilbenzoico, 6-tiopurina, p-diidrossibenzene, e gli ioni di rame. Grazie alle proprietà di inclusione, 
il chitosano CD innestato è stato trovato per essere utile nella somministrazione di farmaci, cosmetici, 
decontaminazione di acque contenenti coloranti tessili e ioni metallici, e chimica analitica. Dai dati di 
letteratura risulta che il legame di CD su chitosano può risultare in un aumento nel grado di capacità di 
complessazione, assorbimento e proprietà di rilascio controllato. Inoltre, l'innesto di CD su chitosano può 
offrire una varietà di vantaggi sul CD libera compresa la possibilità per una maggiore stabilità, di recupero e 
riutilizzo. A causa della natura sempre più globalizzato della scienza CD-correlato e la tecnologia, lo sviluppo 
delle matrici adsorbenti basate su CD è anche rapida progressione. Oltre al ruolo dei chitosani CD-linked 
attualmente applicate, derivati recenti sono continuamente sviluppati e segnalati. 
 
1.4.2 : SINTESI DI CD-CS 
   
L’ etil-1–3-(3-dimetilamminopropil) carbodiimmide (EDC) idrosolubile è un cosiddetto reticolante 'di 
lunghezza zero' perché i legami ammidici sono formati senza lasciare una molecola distanziale. EDC reagisce 
con il gruppo carbossilico della β-CD carbossimetilata per formare un estere attivo come 
intermedio. L'intermedio può reagire con una ammina primaria del chitosano per formare un legame 
ammidico. Furusaki, et al. (1996) hanno descritto la preparazione di un β-CD innestato chitosano 
accoppiando β-CD e un chitina parzialmente deacetilata utilizzando EDC solubile in acqua. L’accoppiamento 
β-CD carbossilato e un chitina parzialmente deacetilata ( M w = 7300) offriva un nuovo tipo di derivato 
funzionale chitosano avente una capacità di formare un complesso di inclusione. La capacità di formare un 
complesso di inclusione è stata studiata utilizzando un colorante fluorescente, 6- ( p -toluidino) -2-naftalen-6-
solfonato (TNS), come la molecola ospite.   
La preparazione di polimeri con un residuo di CD si basano sull'interesse per la sintesi di recettori artificiali 
( Asanuma, et al. 2001 ), la rimozione di composti indesiderati dal cibo ( Asanuma, et al., 1997 ) o la 
rimozione di composti tossici da acqua ( Szejtli, 1988 ). Normalmente, i derivati del chitosano aventi un 
residuo CD sono solubili in acqua, ed è necessario reticolare il chitosano prima di collegare il CD per 
l'applicazione come adsorbente in acqua ( Ishigami, et al., 1995 ).  
In studi finalizzati all'ottenimento di CD-chitosano insolubile da chitosano precedentemente reticolato, il 
contenuto di CD è stato trovato essere relativamente basso. Il motivo principale per il contenuto limitato di 
CD può supporre che le reazioni di legame CD con chitosano sono state effettuate in sistemi eterogenei. Per 
evitare questo problema, frazioni insolubili di reticoli di chitosano legati a ciclodestrina sono stati preparati 
da un procedimento a fase con N -succinylated chitosano e mono-6-ammino-mono-6-deossi-β-ciclodestrina 
in presenza di EDC solubile in acqua sotto condizioni omogenee (Schema 1) ( Aoki, et al. 2003 ). Si è 
ritenuto che il prodotto ottenuto in questo studio è stato reticolato tra i gruppi carbossilici e gruppi amminici 
sullo scheletro succinil-chitosano.   
17 
 
 
 
Schema 1. Preparazione di CS legato  a β-CD da N-succinil-chitosano. 
 
Gruppi monoclorotriazinici spesso si incontrano in chimica tessile, dove sono utilizzati come gruppi funzionali 
di coloranti reattivi per finitura di lana e cellulosa. La loro reattività è basata sullo spostamento nucleofilo 
dell'atomo di cloro dai gruppi amminici o ossidrilici svolte dal polimero che costruisce la fibra. Martel et al, 
(2001) utilizzarono un derivato monoclorotriazinico di β-CD come reagente per legare di β-CD su 
chitosano. In questo approccio β-CD è stata accoppiata con chitosano dall’intermedio del suo derivato 
monoclorotriazinico attraverso la sostituzione nucleofila dell'atomo cloruro dai gruppi amminici. I prodotti 
ottenuti non erano solubili, ma si rigonfiava, in acqua, né era solubile in numerosi solventi organici. Poiché il 
grado medio di sostituzione del derivato monoclorotriazinico di β-CD era 2,8, la reazione produceva prodotti 
insolubili reticolati a causa di legami sia intra- che intermolecolari verificati con le catene polimeriche. 
Decontaminazione di acqua contenente coloranti tessili sono state effettuate con i derivati reticolati. Questi 
derivati del chitosano sono stati caratterizzati da un tasso di assorbimento, e un'efficienza globale superiore 
a quella del polimero chitosano originario. Diversi meccanismi di assorbimento, come formazione di host-
guest complessi  sono  stati identificati nei coniugati β-CD – chitosano. Inoltre, sia  interazioni idrofobiche che 
elettrostatiche  è stato dimostrato essere  coinvolti principalmente nel chitosano e sono stati segnalati come 
causa dell’aumento di efficienza di assorbimento. È stato osservato non solo che questi prodotti hanno 
proprietà chimiche derivate dal chitosano iniziale e β-CD, ma anche che il loro legame covalente determina 
un miglioramento della capacità di assorbimento. 
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Schema 2. Schema di reazione per la sintesi di β-CD aggraffata con chitosano da reazione di sostituzione nucleofila. 
 
Chen e Wang (2001) ha sintetizzato β-CD- legata al  2-chitosano facendo reagire β-CD con  p-
toluensolfonile cloruro, e poi  con chitosano. I prodotti ottenuti con tale metodo si sono rivelati essere 
solubili in acqua, metanolo, dimetilsolfossido (DMSO) e DMF.  
 
 
Schema 3. Schema di reazione per la sintesi di β-CD – graft – 2- chitosano. 
 
L’1,6-diisocianato (HMDI) è generalmente utilizzato come un forte cross-linker di gruppi amminici o ossidrilici 
poiché possiede due gruppi isocianato (-N C O). Nelle condizioni adatte (pH <6), i gruppi ossidrilici del 
chitosano reagiscono con un isocianato per formare un prodotto uretano (-NH-COO-) a causa del 
trasferimento di protoni dall’idrossile all'atomo di azoto del gruppo isocianato. Analogamente l’isocianato 
può reagire anche con i gruppi ossidrilici del β-CD per formare un prodotto stesso con uretano ( Wade 
1999 ). Si presume che la reticolazione dei gruppi ossidrilici del chitosano con HMDI nel complesso 
chitosano-HMDI, si origina dal legame con i gruppi ossidrilici del β-CD per formare β-CD- graft -
chitosano. HMDI non può legarsi a gruppi amminici del chitosano a causa della minore affinità per i gruppi 
amminici rispetto ai gruppi ossidrilici sotto un valore basso di pH ( Wade 1999 ).  Sreenivasan (1998) ha 
riportato la preparazione di una matrice assorbente sintetizzata accoppiando β-CD per chitosano con 
HMDI. La matrice ottenuta in questo studio è risultata essere insolubile in solventi organici, nonché in mezzi 
acidi o alcalini.  
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In un altro studio, immobilizzazione di catene di β-CD al chitosano mediante reticolazione con HMDI stato 
sviluppato per il colesterolo adsorbimento da tuorlo d'uovo. E’ stato osservato che l'efficienza di 
immobilizzazione dipendeva dalle concentrazioni di HMDI e β-CD, dal tempo di reticolazione e 
immobilizzazione, e dalla temperatura di reazione. L'effetto di queste variabili sul legame con β-CD è stato 
investigato  e le condizioni di reazione sono state ottimizzate.  
 
 
Schema 4. Schema della β-CD aggraffata al chitosano usando HMDI). 
 
 
L’amminazione riduttiva è una delle principali reazioni applicabili alla modifica di chitosano. L’introduzione di 
un residuo CD sul chitosano è stato raggiunto con successo in un sistema omogeneo attraverso una strategia 
di amminazione riduttiva. Derivati CD con gruppi aldeidici funzionali sono utili per l’innesto di CD nel 
chitosano  a seguito della formazione della base di Schiff. Tanida,  et al.  (1998) ha riportato la sintesi di β-
CD - chitosano  a partire dalla formazione della base di Schiff tra 2- O -formilmetil-β-ciclodestrina e chitosano 
in tampone acetato a pH 4,4, seguita da riduzione con sodio cianoboroidruro. Il prodotto, con  un grado di 
sostituzione del 37% è risultato essere solubile in acqua in condizioni neutre o alcaline. La capacità di 
inclusione sul chitosano la β-CD è stato esaminato in termini di spettroscopia di dicroismo UV-visibile e 
circolare utilizzando p-nitrofenolo in tampone fosfato a pH 8.7.  Uno spostamento batocromico è stato 
osservato nello spettro UV-visibile con l'aumentare della concentrazione della molecola ospite come 
evidenziato con la β-CD di partenza 
 Tutti i derivati ottenuti sono risultati essere solubili in acqua e in solventi alcalini come ammoniaca acquosa 
e idrossido di sodio acquoso, ad eccezione di quella con grado di sostituzione 11%, che era solubile solo in 
soluzione acida. La capacità di inclusione del chitosano innestato alla α-CD con grado di sostituzione di 50% è 
stato esaminato in termini di spettroscopia UV-visibile utilizzando p -nitrofenolo come composto ospite in 
tampone fosfato a pH 11 (Tojima et al., 1998 ).  
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Schema 5. Schema di reazione e condizioni per la sintesi di α-CD-graft-chitosan: (a) LiH-LiI, DMSO; and quindi allyl - 
bromide, 60 °C, tutta la notte; (b) O3 in 50% MeOH acquoso, 0 °C, 4 h; e quindi Me2S, 25 °C, tutta la notte; (c) chitosano 
in tampone acetato (pH 4.4), 25 °C, 1 h; (d) NaBH3CN in tampone acetato (pH 4.4), 25 °C, 4 giorni 
 
Questi tipi di prodotti sono stati ampiamente utilizzati in vari campi come composto adsorbente e per 
l’immobilizzazione di enzimi, composti porosi insolubili in acqua aventi la capacità di formare complessi di 
inclusione con specifici substrati sono stati sintetizzati aggiungendo una soluzione acquosa di acido acetico  al 
chitosano in soluzione acquosa etanolica con idrossido di sodio e la successiva reticolazione con HMDI in 
DMF (Tojima, Katsura, Nishiki, Nishi, Tokura e Sakairi, 1999). La loro capacità di inclusione è stato esaminata 
mediante l'uso di p –nitrofenolo e 3-metil-4-nitrofenolo come composti modello. Sebbene queste due 
molecole ospiti sono molto simili in struttura, il gruppo metilico di quest'ultimo inibisce fortemente la 
formazione di un complesso di inclusione a causa del gruppo metilico 
Nei complessi di inclusione con CD, l'introduzione di una molecola ospite nella cavità avviene generalmente 
dal lato secondario più largo dei gruppi ossidrilici sebbene si possono rilevare anche altre  situazioni. È stato 
dimostrato che gli effetti di impedimento sterico dovuti alla sostituzione della CD potrebbero provocare un’ 
importante diminuzione della costante di associazione dei rispettivi complessi (Laine et al., 1995). Utilizzando 
la tecnica variazione continua, i complessi di inclusione di queste molecole con derivati della CD è risultata 
essere 1:1, ed è stato riscontrato che la cavità della CD era specifica per l'incapsulamento di molecole 
idrofobe producendo  stabilizzazione contro l'ossidazione o aumento della loro solubilità in soluzione 
acquosa.   
Una grande varietà di strutture polimeriche, in particolare idrogel chimici, sono stati descritti in letteratura 
negli ultimi anni, dimostrando l'interesse della comunità scientifica in studi di base e applicati su tali materiali 
innovativi. Il chitosano e suoi derivati sono ben noti per le loro proprietà di legame verso ioni di metalli di 
transizione. Recentemente, una grande attenzione è stata rivolta  alla CD legata al chitosano per la 
produzione di nuovi materiale in grado di assorbire ioni metallici utilizzando la reazioni chimiche (base di un 
Schiff). Paradossi et al., 1997 , Paradossi et al., 1997a  e  Crescenzi et al., 1997 prepararono un idrogel 
chimico a base di chitosano con  la  β-CD come agente reticolante. In questi studi, il chitosano è stato 
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reticolato con β-CD ossidato con il metodo dell’amminazione riduttiva. Le caratteristiche strutturali e 
catalitiche di questo idrogel caricato con rame ioni (II) sono stati studiati in mezzo acquoso.  
 
 
Schema 6. Struttura del chitosano cross linkato da β-CD ossidato 
 
Recentemente, una nuova via di sintesi è stata segnalata per innestare β-CD su chitosano, utilizzando un 
chitosano epossi-attivato ( Zhang et al., 2004 ). Le proprietà di assorbimento di questo prodotto con p –
diidrossibenzene sono stati studiati e confrontati con quello di chitosano e β-CD - graft -6-chitosano che è 
stato sintetizzato mediante reazione di mono [(6- O - ( p -toluene-solfonil)] -6-β-CD con chitosano.  Quando la 
β-CD viene legata al chitosano, la capacità di assorbimento per p -diidrossibenzene è più elevata di quella del 
chitosano. Tuttavia, dopo aver raggiunto la concentrazione di p-diidrossibenzene pari a 200 mg/L, la capacità 
di adsorbimento diminuisce. Ciò è dovuto alla maggiore concentrazione che inibisce la diffusione del p -
diidrossibenzene nell’assorbente.  
 
Schema 7. Schema di reazione per la sintesi di β-CD-graft-chitosano via attivazione epossidica del chitosano 
 
L’introduzione di monomeri vinilici sul chitosano e/o altri polimeri naturali può promuovere proprietà 
desiderate e allargare il campo delle possibili applicazioni, scegliendo vari tipi di catene laterali. Negli ultimi 
anni, sono stati sviluppati diversi sistemi iniziatori per avviare la coniugazione. Sistemi redox, come il nitrato 
cerico di ammonio (CAN) e persolfato di potassio sono stati generalmente utilizzati per introdurre radicali 
liberi su molti tipi di polimeri. Recentemente, il derivato  sintetizzato dal legame β-CD-  chitosano è stato 
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preparato facendo reagire un monomero di β-CD vinile itaconato con chitosano e con CAN (Gaffar et al., 
2004). In questo lavoro, il derivato β-CD itaconato è stato preparato da esterificazione di β-CD con acido 
itaconico. Successivamente, i doppi legami pendenti di β-CD itaconato sono stati utilizzati nella reazione di 
copolimerizzazione con il chitosano. Il prodotto risultante è stato quindi sottoposto a reticolazione 
utilizzando diverse concentrazioni di glutaraldeide. 
 
Schema 8. Schema di reazione per la sintesi di β-CD itaconate-graft-chitosano usando CAN. 
 
 
1.5 DESAMETASONE 
 
Figura 9. Struttura chimica del desametasone 
 
NOME IUPAC: 9-fluoro-11β,17,21-tridrossi-16a-metilpregna-1,4-diene-3,20-dione  
FORMULA MOLECOLARE: C22H29FO5  
P.M.: 392.464 g/mol  
 
Il Desametasone è un farmaco cortisonico sintetizzato chimicamente, analogo ai corticosteroidi surrenalici. 
Le sue proprietà sono riconducibili a quelle degli ormoni steroidei glucocorticoidi secreti dalla corteccia 
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surrenale. Essi regolano il metabolismo delle proteine e dei carboidrati, il bilancio idrico ed elettrolitico e, 
attraverso specifici meccanismi citosolici ed il legame al recettore per i glucocorticoidi (GR), svolgono 
un'attività antiinfiammatoria e immunosoppressiva inibendo l'espressione delle citochine pro-infiammatorie 
e molecole di adesione e inducono apoptosi cellulare, sia nelle cellule sane che quelle neoplastiche. 
Il desametasone si caratterizza per un'azione più duratura ed è circa trenta volte più potente rispetto al 
cortisolo mentre il suo potere mineralcorticoide è quasi nullo. In generale, le modificazioni strutturali che 
determinano la comparsa di caratteristiche favorevoli per l’impiego farmacologico sono: la presenza di un 
doppio legame tra C1 e C2, l’alogenazione in C9 (con un atomo di fluoro o cloro) e la metilazione in C16. 
Infatti, l’alogenazione e la metilazione determinano un’aumentata capacità di legame con le proteine sieriche 
prolungando considerevolmente l’emivita plasmatica e, quindi, la durata dell’azione farmacologica (Nebbia, 
2009). 
 Il meccanismo attraverso il quale il desametasone svolge la sua azione farmacologica è da ricondurre alla sua 
capacità di modulatore della sintesi proteica, tale da indurre l'espressione di proteine come lipocortina, utile 
a reprimere l'attività della fosfolipasi A2 ed i successivi meccanismi responsabili della produzione di 
mediatori infiammatori quali trombossani, leucotrieni, prostaglandine e prostacicline, ed al contempo di 
inibire la sintesi proteica di anticorpi, riducendo il numero di linfociti, eosinofili e basofili circolanti. 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
La ricerca negli ultimi anni si è concentrata sullo studio e sullo sviluppo di metodiche volte a migliorare la 
biodisponibilità di farmaci favorendo il superamento di barriere fisiologiche mucosali ed epiteliali. Tra le 
soluzioni più innovative su cui la ricerca farmaceutica rivolge la propria attenzione, si trovano veicoli 
nanoparticellari, liposomiali, formulazioni costituite da promotori della permeazione e da eccipienti 
mucoadesivi.  
Il presente lavoro di tesi si inserisce all’interno di questo scenario, affrontando alcuni aspetti di una ricerca 
più ampia volta alla preparazione e valutazione di “carrier” macromolecolari mucoadesivi, in grado di 
aumentare la solubilità in ambiente acquoso di farmaci lipofili e migliorarne la biodisponibilità in vivo.  
Tenendo conto delle note proprietà mucoadesive dei derivati quaternarizzati del chitosano e delle capacità 
solubilizzanti delle ciclodestrine, lo scopo del presente lavoro di tesi è stato quello di preparare una 
macromolecola solubile in ambiente acquoso costituita da chitosano derivatizzato, con catene pendenti di 
alchilammonio e ciclodestrine, e studiarne le proprietà solubilizzanti nei confronti di farmaci corticosteroidi.  
In particolare, il lavoro di tesi ha previsto la sintesi di N-O-poli-(2-dietilamminoetil)-Chitosano (QCS) 
covalentemente legato a Metil-β-ciclodestrina (MeβCD) e lo studio di complessazione con il desametasone. 
QCS è un chitosano quaternarizzato già noto per le sue capacità di muco adesione (Zambito et al. 2008), 
solubile in ambiente acquoso ed ampiamente studiato per la veicolazione di farmaci attraverso le barriere 
mucosali. MeβCD è caratterizzata da capacità complessanti analoghe a quelle della β-CD, ma presenta 
maggior solubilità in ambiente acquoso. Il coniugato ottenuto (QCSMeβCD) è stato caratterizzato dal punto 
di vista chimico-fisico mediante spettroscopia ATR/FT-IR, 1HNMR e calorimetria differenziale a scansione 
(DSC).  Successivamente sono stati compiuti gli studi di solubilità di complessi con il principio attivo 
desametasone, confrontando il coniugato QCSMeβCD con quanto ottenuto in presenza della sola MeβCD o di 
miscele fisiche di QCS e MeβCD. Infine, è stata verificata l'integrità del complesso allo stato solido, mediante 
analisi calorimetriche su campioni liofilizzati.   
 
Questo lavoro di tesi è parte di una collaborazione in atto tra i gruppi di ricerca delle professoresse Patrizia 
Chetoni e Ylenia Zambito. 
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3. PARTE SPERIMENTALE 
 
 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 SOLVENTI 
 
I prodotti commerciali, se non altrimenti specificato, sono stati utilizzati senza alcuna purificazione 
preliminare 
 Acido acetico glaciale (Carlo Erba) purezza > 99,9% 
 Acetonitrile (Sigma Aldrich) purezza > 99,9% 
 Dietiletere (Sigma Aldrich) anidro al 99,7% contenente 1ppm di BHT come inibitore 
 Acetone (Sigma Aldrich) purezza > 99,5% 
 Dimetilsolfossido (DMSO) (Fluka Chemika) purezza > 99,5%, è stato utilizzato previa distillazione 
sotto vuoto a 94° C, 20 mBar 
 Acido cloridrico (HCl) 1N  
 Soluzioni di idrossido di sodio (NaOH) 15% p/p e 7,5% p/v preparate da prodotto commerciale Sodio 
idrossido anidro (Carlo Erba) purezza > 97% 
 Tampone Fosfato Salino (PBS 10X formula Dulbecco, pH 7.4) Prodotti utilizzati: Sodio Fosfato 
Dibasico (Na2HPO4 Sigma Aldrich – purezza ≥ 99,0%) 81,01mM, Sodio Cloruro (NaCl Carlo Erba – 
purezza >99%) 1368,93mM, Potassio fosfato monobasico (KH2PO4  Fluka – purezza >99%) 014,70mM, 
Potassio Cloruro (KCl Carlo Erba – anidro >99%) 26,83mM 
 
3.1.2 REAGENTI 
 
I prodotti commerciali, se non altrimenti specificato, sono stati utilizzati senza alcuna purificazione 
preliminare 
 Esametilenediisocianato (HMDI) prodotto commerciale (Fluka Chemika) purezza > 99%, è stato 
utilizzato previa distillazione sotto vuoto a 131° C , 2,7 mBar 
 Trietilammina (TEA) prodotto commerciale (Sigma Aldrich) purezza >99%, è stato utilizzato previa 
distillazione a 85° C pressione ambiente 
26 
 
 Chitosano (CS) prodotto commerciale (Aldrich Chemistry) Chitosan low molecolar weight Viscosità in 
AcOH 1%, soluzione di chitosano 1% pari a 20-300 cP, deacetilazione > 75% 
 Desametasone (DEX) prodotto commerciale (Merck Sharp & Dohme research lab) 
 Metil-β-ciclodestrina (MeβCD) prodotto commerciale (Roquette) Kleptose Crysmeb (MW 1191 
g/mol). Grado di sostituzione molare ≈0.5, corrispondente a quattro metili per ciclodestrina 
 Dietilamminoetil-cloruro (DEAE-Cl) prodotto commerciale (Aldrich Chemistry) purezza >99% 
 Acqua Deuterata (D2O) Prodotto commerciale DEUTERIMOXID 99,9% (Deutero GMbH) 
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3.2 METODI 
 
 
3.2.1 PREPARAZIONE DI CHITOSANO QUATERNARIZZATO: N,O-POLI(2-
DIETILAMMINOETIL) CHITOSANO (QCS)  
 
Schema 9 Schema di quaternarizzazione del chitosano mediante 2- dietilamminoetil cloruro cloridrato (QCS 
corrispondente a N
+
 Ch60 in protocollo di sintesi nel riferimento bibliografico Zambito et al. 2008).  Il chitosano di 
partenza è formato da unità ripetenti di GLcN e GLcNAc. 
 
0.5 g di chitosano (CS) esattamente pesati venivano disciolti in 20 mL di HCl 0.11 M (pH 4.7) per la notte.  2g 
di DEAE−Cl HCl e 3 mL di NaOH al 15% venivano aggiunti in sequenza alla soluzione di CS in un pallone, sotto 
vigorosa agitazione a temperatura controllata (60°C). Il chitosano solido precipitava come una mucillagine 
dalla soluzione iniziale in seguito all’aggiunta di NaOH 15%. L’agitazione ed il riscaldamento venivano 
continuati per un totale di 2 ore durante le quali il pH della miscela di reazione veniva monitorato con pH-
metro (Orma Electronic modello P 200 ) e mantenuto al valore di  8 con una soluzione di NaOH 7.5%, 
aggiunto goccia a goccia. Quindi la miscela, quando la mucillagine si era completamente disciolta e 
raffreddata, veniva portata a pH 7 con HCl 1 N goccia a goccia, poi purificata mediante dialisi contro acqua 
(Membrane da dialisi in cellulosa rigenerata, SPECTRA/POR: cut off: 12 – 14 kDa). 
La dialisi veniva continuata per 2 giorni per eliminare dalla fase esterna lo ione cloruro rimasto; quindi la 
soluzione veniva filtrata con buckner e filtro di carta tramite vuoto ad acqua ed in seguito liofilizzata per 
ottenere il prodotto puro. (il chitosano quaternarizzato era presentato con il nome N+ Ch 60 nel riferimento 
bibliografico di Zambito et al. 2008) 
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3.2.2 PREPARAZIONE DEL CONIUGATO N,O-POLI(2-DIETILAMMINOETIL) CHITOSANO 
– METIL – β - CICLODESTRINA (QCSMeβCD) 
 
 
Schema 10 schema di sintesi del coniugato QCSMeβCD 
 
A 100 mg (0.76 mmol) di QCS esattamente pesato venivano aggiunti 2 ml di DMSO e lasciato in agitazione a 
sciogliere per la notte in un pallone a 2 vie a temperatura ambiente, in atmosfera inerte (N2). 
Quindi, venivano preparati 180µl di HMDI diluiti con 3 ml di DMSO in atmosfera inerte; la soluzione di QCS 
disciolto veniva aggiunto a HMDI goccia a goccia, e aggiustato il volume a 6 ml con DMSO . La soluzione 
ottenuta veniva posta a 70°C, quindi veniva aggiunta una piccola quantità di TEA e lasciato 3 h in agitazione 
(70°C, N2). 
Al termine dell’attivazione il prodotto veniva precipitato e lavato a freddo in etere dietilico (4°C). 
Successivamente, 1ml di DMSO veniva aggiunto al precipitato e messo in agitazione per discioglierlo in 
atmosfera inerte (N2). A questo veniva aggiunta una soluzione di 2 ml di MeβCD (680mg – 1.14 mmol) in 
DMSO e aggiustato il volume a 4 ml sempre con DMSO. 
La soluzione ottenuta veniva posta sotto agitazione per 3 h a 70°C, in presenza di TEA. 
Al termine delle 3 ore, la soluzione veniva aggiunta goccia a goccia a circa 10 ml di H2O, mantenuta a 80°C e 
lasciata sotto agitazione, ad 80°C per almeno 1h.  
Dopo raffreddamento, la miscela di reazione veniva trasferita in membrana da dialisi (EC, MWCO 12-14kDa) e 
dializzato contro acqua per 3 giorni. 
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A fine dialisi, il prodotto solubile in acqua veniva isolato mediante 2 cicli di centrifugazione da 13000 rpm per 
30 minuti e liofilizzato. La centrifuga utilizzata era una microcentrifuga modello “IEC MICROCL 17”, (Termo 
Fisher Scientific). Veniva impiegata la stessa centrifuga sia per i processi di separazione tra surnatante e 
precipitato dei coniugati sia nei processi di separazione del DEX non complessato.  
 
 
3.2.3. LIOFILIZZAZIONE 
 
Il liofilizzatore utilizzato era un VirTis AdVantage wizard 2.0, SP Scientific. .I prodotti di sintesi, , venivano 
liofilizzati seguendo un processo manuale dopo averli posti in capsule di Petri, e congelati alla temperatura di 
circa -40°C.  La sublimazione avveniva sotto vuoto a circa 40 mTorr e fino a 17-20°C; il tempo di liofilizzazione 
variava per i diversi campioni dalle 15-17 ore. 
Cicli di liofilizzazione sono stati effettuati su campioni di chitosano quaternarizzato (QCS), coniugato 
(QCSMeβCD) sia sulla parte solubile che sulla parte insolubile, complessi di coniugato con desametasone 
(DEX), miscele binarie o ternarie di complessi DEX con QCS e MeβCD. 
 
 
3.2.4. CARATTERIZZAZIONE  DEL  CONIUGATO  QCSMeβCD  MEDIANTE 
SPETTROSCOPICA ATR/FT_IR 
Lo strumento usato per la caratterizzazione tramite Spettroscopia Infrarossa in riflettanza totale attenuata 
era un, Cary 660 series FTIR., Agilent Technologies.  
Analisi ATR/FT-IR è stata effettuata su campioni secchi di chitosano (CS) e di MeβCD, mentre campioni di QCS 
e coniugato QCSMeβCD sono stati analizzati liofilizzati.  
I prodotti sono analizzati in assorbanza % in un range compreso tra 650 e 4000 cm-1, con un intervallo di 
risoluzione di 4 cm-1 e un numero di scansioni pari a 64. 
 
 
3.2.5 CARATTERIZZAZIONE SPETTROSCOPICA NMR DEL CONIUGATO QCSMeβCD 
 
Le misure NMR sono state condotte impiegando uno spettrometro INOVA 600 operante a 600 MHz per i 
nuclei 1H e a 150 MHz per i nuclei 13C, Agilent. Durante l’acquisizione la temperatura (25 °C) è stata 
controllata per mezzo dell’unità di controllo Varian (accuratezza + 0.1 °C). I campioni sottoposti ad analisi 
sono stati disciolti in D2O, in concentrazione 1—2% . 
I campioni analizzati tramite analisi NMR sono stati ciclodestrina (MeβCD), chitosano quaternarizzato (QCS), 
QCS attivato con lo spaziatore (qQCSi) ed il coniugato (QCSMeβCD). 
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3.2.6 CARATTERIZZAZIONE CALORIMETRICA  
 
Lo strumento utilizzato era un calorimetro Pyris DSC 6, Perkin Elmer, equipaggiato con il software Pyris, 
versione 3.80, Perkin Elmer. 
Le misure tramite DSC sono state eseguite su campioni di Chitosano (CS), chitosano quaternarizzato (QCS), 
ciclodestrina (MeβCD), desametasone (DEX), coniugato (QCSMeβCD) e miscela binaria QCS/MeβCD 
complessati e non complessati con DEX. Il chitosano e la ciclodestrina analizzati come forniti dal produttore, i 
restanti campioni sono stati analizzati dopo essere stati sottoposti a liofilizzazione secondo la procedura 
riportata in 3.2.3. 
Le condizioni seguite per tali analisi sono state ripetute per tutti i batch: 
 Peso dei campioni compreso tra i 2 e i 5 mg; 
 Flusso di azoto costante a 20 ml/min; 
 Temperatura iniziale di analisi fissata a 25°C, in corrispondenza della quale il campione permaneva per 
1 minuto per garantire l’equilibrio termico; 
 La scansione avveniva con velocità costante di 10°C/min fino ad arrivare ad una temperatura di 450°C 
 
 
3.2.7. QUANTIFICAZIONE DEL DESAMETASONE CON METODO HPLC  
 
L’apparato per la cromatografia liquida ad alta pressione era costituito da Shimadzu LC-20 AT con valvola di 
iniezione Rheodyne da 20 μl; detector UV-VIS Shimadzu SPD – 6 AV, colonna “kinetex core-shell C18” della 
Phenomenex impaccata con una fase 1.7 - 1.3 nm e pori di 100 A.  
La fase mobile era costituita da una miscela 30/70 di acetonitrile/acqua con acido acetico (0.35% % v/v).  La 
fase mobile, dopo preparazione, veniva degassata mediante sonicatore per 5 minuti (Sonica Ultrasonic 
Cleaner mod 2200 ETH, SOLTEC). Il flusso utilizzato era 1ml/min e la lunghezza d’onda utilizzata per la 
determinazione del DEX era 242nm. La curva di taratura è stata costruita analizzando concentrazioni a titolo 
noto di DEX solubilizzato in fase mobile (range 0.1-5µg/ml) ed integrando l’area del picco avente tempo di 
ritenzione 6.57 minuti. 
La curva di taratura rappresentata nella Figura 10, è stata ottenuta per correlazione dei punti sperimentali y= 
51788x + 3772,2;  R2 =0,998. 
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3.2.8. QUANTIFICAZIONE DEL DESAMETASONE CON METODO UV-VIS  
L’analisi quantitativa del DEX è stata eseguita mediante analisi UV-VIS.  
Lo strumento utilizzato per le analisi UV-VIS era uno Spettrofotometro Shimadzu UV-2101 PC. 
La curva di taratura è stata costruita con nove campioni acquosi di DEX con concentrazione, nel range 
compreso tra 0,5-20µg/ml ed impiegando il valore di assorbanza a (λ) 242nm, normalizzato sul valore (λ) 
400nm. La correlazione dei punti sperimentali ha prodotto la seguente retta: y = 0,0465x + 0,0193;  R2 
0,9976.  
 
 
3.2.9. SCELTA  DELLE  CONDIZIONI  SPERIMENTALI  DI  COMPLESSAZIONE 
(MeβCD/DEX) 
Campioni di DEX (concentrazione di 4,5 mg/ml) venivano sospesi in 1 ml di una soluzione di MeβCD al 2%; tali 
campioni venivano divisi in 2 gruppi e sottoposti a due metodi di complessazione diversa: un gruppo dopo un 
ciclo di trattamento al calore in autoclave per 20 minuti ad 1 atm di pressione (Fedegari Autoclavi, tipo 757 – 
FVB) veniva successivamente agitata; mentre l’altro gruppo veniva semplicemente mantenuto in agitazione.  
Il periodo di agitazione per l’ottenimento dell’equilibrio per entrambi i metodi di trattamento, veniva 
eseguito in bagno scuotitore a temperatura e agitazione costante (30°C, 144 rpm) (Agitatore termostatico 
TYPE M428 – BD, PID SYSTEM). 
A tempi prestabiliti (2h, 1gg, 5gg, 7gg), 2 campioni per entrambi i trattamenti di complessazione venivano 
prelevati dal bagno scuotitore e analizzati mediante metodo UV-VIS, previa centrifugazione (13000 rpm per 
30 minuti). 
 
 
3.2.10. STUDI DI COMPLESSAZIONE DESAMETASONE/QCSMeβCD  
Per questa analisi è stato utilizzato il Chitosano corrispondente al batch di QCS ottenuto tramite il protocollo 
di quaternarizzazione esposto nel capitolo 3.2.1. I campioni in oggetto erano: QCSMeβCD3 ottenuto dal 
protocollo di coniugazione con tempo di attivazione pari a 3 ore e QCSMeβCD1 ottenuto dal protocollo di 
coniugazione con un periodo di attivazione di 1 ora. 
Venivano preparate soluzioni acquose dei coniugati con una concentrazione finale di 1-3mg/ml, 
successivamente venivano sottoposti a complessazione con DEX tramite autoclavatura, centrifugazione ed in 
seguito analizzati tramite metodo UV-VIS per la determinazione del DEX disciolto.  
I risultati di complessazione, ottenuti con i due campioni di coniugato, sono stati confrontati con i risultati 
della complessazione dei batch di QCS2, ottenuti alle stesse condizioni e concentrazioni di riferimento (1 
mg/ml e 3mg/ml). 
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3.2.11. DETERMINAZIONE DELLA COSTANTE DI COMPLESSAZIONE 
 
Per determinare la costante di complessazione tra DEX e MeβCD, libera, coniugata al QCS (QCSMeβCD) o in 
miscela con QCS (MeβCD/QCS), venivano preparate delle soluzioni acquose a concentrazione nota di 
ciclodestrina, MeβCD (0.4-12.0 mg/ml); QCS-MeβCD (0.5-12.0 mg/ml) e QCS/MeβCD (70/30; 0.4-40 mg/ml) a 
cui veniva aggiunto un eccesso di desametasone. 
I campioni venivano sottoposti ad un processo di complessazione tramite autoclavatura e lasciati equilibrare 
in un bagno scuotitore per 2h a 30°C, 144rpm. L’analisi quantitativa del DEX in soluzione veniva effettuata 
mediante analisi UV-VIS, previa centrifugazione dei campioni a 13000rpm per 30min. 
La K di complessazione veniva calcolata secondo la seguente equazione, valida per complessi di tipo CD∙Dm , 
dove CD indica ciclodestrina e D il farmaco.   
 
K=(Slope)/ D0
m (m-Slope)  (1) 
 
D0 è la solubilità intrinseca del farmaco in assenza di CD e Slope è la pendenza della retta ottenuta dal valore 
di solubilità del farmaco ottenuto in funzione della concentrazione di CD impiegata (curva tipo A (Brewster , 
2007)). 
In caso di complessi CD1∙D1 l’efficienza di complessazione CE veniva calcola tramite la seguente equazione:  
 
CE=Slope/(1-Slope)                                                                                                                                        (2) 
 
 
3.2.12. DETERMINAZIONE DELL’INFLUENZA DI QCS SULLA COMPLESSAZIONE TRA 
MeβCD E DEX 
L’effetto del QCS sulla solubiltà del DEX è stato studiato applicando il protocollo di complessazione alle 
miscele fisiche ternarie QCS/MeβCD/DEX, e alle miscele fisiche binarie QCS/DEX e MeβCD/DEX.  
I campioni analizzati comprendono per le miscele binarie: 
 - soluzioni acquose di QCS (0-20 mg/ml) con DEX in eccesso,  
- soluzioni acquose di MeβCD (0-20 mg/ml) con DEX in eccesso.  
I campioni analizzati comprendono per le miscele ternarie: 
 - soluzioni acquose di QCS (1 mg/ml), MeβCD (0-20 mg/ml) con DEX in eccesso,  
- soluzioni acquose di MeβCD (1 mg/ml), QCS (0-20 mg/ml) con DEX in eccesso. 
Il contenuto di DEX solubilizzato è stato valutato mediante analisi UV, previa centrifugazione a 13000 rpm per 
30min.   
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3.2.13 STUDIO DELLA CINETICA DI DIFFUSIONE DEL DESAMETASONE SOLUBILIZZATO 
MEDIANTE COMPLESSI CON CICLODESTINA. 
Uno studio preliminare sulla capacità del desametasone di diffondere quando solubilizzato in PBS 1X pH 7.4 
come tale (DEX) o in miscela fisica con ciclodestrina o come coniugato nel coniugato chitosano-ciclodestrina a 
diverse concentrazioni, è stato eseguito utilizzando celle termostatate a 37°C seguendo la metodica sotto 
riportata: 
All’interno di una membrana da dialisi (EC, MW 12-14 kDa) veniva posta una quantità esattamente misurata 
(1.0 ml) di soluzione dei diversi campioni la cui concentrazione di desametasone  era  diversa e compresa nel 
range tra 0.064mg/ml e 0.422mg/ml. Quindi i campioni venivano ancorati ad una paletta rotante (30 rpm) e 
immersi in 80.0 ml di PBS 1X pH 7.4. A tempi prestabiliti veniva prelevato 1.0 ml di PBS e sostituito con la 
stessa quantità di PBS fresco. Le analisi dei campioni prelevati venivano effettuate tramite HPLC e la 
concentrazione di desametasone veniva calcolata per confronto con una retta di taratura esterna (paragrafo 
3.2.7). 
I campioni analizzati per lo studio erano: 
 soluzione di desametasone in PBS 1X pH 7.4 in concentrazione 0.064 mg/ml (DEX) 
 soluzione di desametasone in concentrazione 0.074mg/ml, 0.215mg/ml e 0.381mg/ml ottenuta 
rispettivamente per dissoluzione di 0.5, 1.0, e 3.0 mg/ml di coniugato QCSMeβCD;  
 soluzioni di DEX alla concentrazione di 0.280mg/ml e 0.422mg/ml ottenuta rispettivamente per 
dissoluzione della miscela fisica MeβCD/QCS (70/30) alle concentrazione 1.65 mg/ml o 3.3 mg/ml. 
 
 
3.2.14 ANALISI STATISTICA  
Ogni determinazione è stata ripetuta almeno tre volte ed i dati ottenuti sono stati riportati come valore 
medio ± DS.  Il test statistico era eseguito per ogni campione ed i risultati sono stati confrontati mediante test 
statistico t student. 
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3.3 RISULTATI E DISCUSSIONI 
 
3.3.1 PREPARAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DEL CONIUGATO CHITOSANO 
QUATERNARIZZATO-METIL-β-CICLODESTRINA (QCSMeβCD) 
 
3.3.1.a PREPARAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DI CHITOSANO QUATERNARIZZATO (QCS) 
La reazione di quaternarizzazione del chitosano, con formazione di N,O-poli(2-dietilamminoetil) chitosano 
(QCS), è stata compiuta in ambiente basico (pH 8) alla temperatura di 60°C (Zambito, et al. 2008). Il 
protocollo è stato ripetuto 7 volte partendo da 500 mg di chitosano e ottenendo in media 602±67 mg di 
prodotto quaternarizzato. I prodotti ottenuti sono stati caratterizzati mediante ATR/FT-IR (fig.12) 
individuando le bande caratteristiche dell’avvenuta quaternarizzazione. Infatti, rispetto al chitosano di 
partenza (CS, fig. 13) si osserva la comparsa di bande attribuibili alla catena alifatica pendente, alla 
presenza di ammine terziarie/quaternarie, oltre alla diminuzione della banda della ammina primaria della 
glucosammina (GLcN) del chitosano. In dettaglio, confrontando gli spettri del CS e del QCS si possono 
vedere delle differenze riguardanti lo stretching di OH e NH2 (3625-3100 cm
-1), che nel QCS risulta più 
stretto; altra differenza si osserva tra i 3020-2730 cm-1 dove si individuano almeno 3 bande per il QCS 
attribuibili allo stretching simmetrico e asimmetrico di CH2 e CH3 delle catene pendenti; a 1565 cm
-1 c’è una 
riduzione della banda dell’ammina con shift a numeri d’onda più bassi solitamente attribuiti alla banda 
secondaria della ammide della acetilglucosammide (GlcNAc). Un altro dato sull’avvenuta 
quaternarizzazione del CS si può attribuire alla presenza di bande nel range 1470-1390 cm-1 relative al 
bending dei C-H delle catene pendenti; si può notare inoltre la comparsa di una banda a 1103 cm-1 
attribuibile allo stretching C-N dell’ammina terziaria/quaternaria.  
I prodotti di quaternarizzazione derivanti dalle 7 reazioni sono stati raggruppati in quattro batch di QCS in 
base al periodo di preparazione e denominati: QCS0 (557 mg, 1 prodotto di sintesi), QCS1 (1360 mg, 2 
prodotti di sintesi), QCS1b (570 mg, 1 prodotto di sintesi) e QCS2 (2580mg, 3 prodotti di sintesi). QCS0, 
QCS1 e QCS2 hanno spettro ATR/FT-IR sovrapponibile mentre QCS1b si discosta (fig. 14). Infatti, la banda 
1392 cm-1 attribuita al bending C-H dei CH3 della catena pendente si presenta come una lieve spalla del 
picco a numero d’onda più basso, indicando quindi un possibile minor grado di quaternarizzazione. Per tale 
motivo QCS1b è stato l’unico batch di polimero quaternarizzato escluso dalle successive fasi di sintesi.  
I batch QCS0 e QCS1 sono stati utilizzati nelle fasi di messa a punto delle condizioni di coniugazione della 
metil--ciclodestrina (MeβCD). Le condizioni di reazione scelte sono state poi applicate al batch QCS2 per 
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l’ottenimento del prodotto di coniugazione QCSMeCD, sottoposto alle fasi successive di complessazione 
con il farmaco e caratterizzazione del complesso.   
 
3.3.1.β PREPARAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DI QCSMeβCD 
 
Per la sintesi del coniugato QCSMeβCD è stato seguito il protocollo che consisteva in attivazione, 
coniugazione e quenching. Durante lo step di attivazione il QCS veniva legato allo spaziatore (HMDI); alla 
precipitazione in etere volta ad isolare il prodotto intermedio avente lo spaziatore legato (QCSi) ed 
allontanare HMDI non reagito, seguiva la fase di coniugazione in cui MeβCD veniva covalentemente legato a 
QCSi. Quindi la fase di quenching, in cui veniva aggiunta H2O calda (80°C) per inattivare i gruppi isocianati non 
reagiti, eliminando CO2 ed ottenendo l’ammina libera terminale. La ciclodestrina non reagita era poi 
allontanata mediante dialisi contro acqua, al termine della quale venivano separati mediante centrifugazione 
due tipologie di prodotto: coniugato QCSMeCD-sol solubile in acqua e coniugato QCSMeCD-ins insolubile 
in acqua (precipitato).    
Le condizioni di reazione adottate sono state scelte in seguito a vari tentativi in cui venivano cambiati i 
rapporti molari tra i reagenti, tempi di reazione e le condizioni di trattamento (Tabella 2). 
Le condizioni di reazione sono state variate allo scopo di migliorare la quantità di prodotto solubile ottenuto 
al termine del processo, limitare la formazione di materiale insolubile e contenere i tempi di reazione.  
Inoltre, è stata presa in considerazione la possibilità di non interrompere la reazione e di compierla per 
aggiunte successive (RUN 1), rispetto a precipitare il prodotto intermedio (QCSi) costituito da QCS attivato 
con lo spaziatore (RUN 2-10). Sono state valutate 2 serie di rapporti molari tra i reattivi che differiscono per il 
quantitativo di spaziatore utilizzato (RUN 1-2, RUN 3-10); sono stati variati i tempi di attivazione 15 min (RUN 
4), 45min (RUN 5, 7), 1h (RUN 8, 9) e 3h (RUN 1-3, 6, 10); quindi è stata valutata l’interruzione della reazione 
di coniugazione mediante quenching di 30 min (RUN 4-6) o di 1h (RUN 7-10). La quantità di solvente 
necessaria per lo step di coniugazione è invece legata alla facilità di ricostituzione della soluzione dopo aver 
isolato l’intermedio attivato.  
Inizialmente era stata tentata anche la strada dell’attivazione della MeβCD, ma con scarsi risultati poiché, 
dopo attivazione e precipitazione dell’intermedio, si formava un prodotto insolubile in DMSO, probabilmente 
costituito da matrice di MeCD reticolata, quindi inutilizzabile per gli stadi successivi.  
I prodotti finali ottenuti dopo la dialisi e centrifugazione consistevano di una frazione solubile e in una parte 
insolubile (precipitato). Entrambi i prodotti isolati venivano poi sottoposti ad analisi ATR/FT-IR. Nonostante la 
variazione delle condizioni di sintesi, i prodotti analizzati al termine delle diverse prove non mostravano 
differenze significative, ma mostravano analoghe caratteristiche chimiche, indicative dell’avvenuta 
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coniugazione. A titolo esemplificativo, nella fig. 15 è riportata la sovrapposizione degli spettri di un 
intermedio attivato (QCSi), del prodotto solubile in acqua e del corrispondente precipitato insolubile.  
Per l’intermedio QCSi si possono osservare le bande caratteristiche dei legami ureici (1620, 1580 e 1250 cm1) 
oltre all’evidente presenza di isocianato residuo (2268 cm-1), disponibile per la coniugazione con la 
ciclodestrina. Per quanto riguarda i due prodotti di coniugazione, solubile in acqua e precipitato, gli spettri 
sono molto simili e differiscono quasi esclusivamente per la larghezza delle bande, attribuibile al diverso 
stato di reticolazione o di interazione molecolare nei composti solidi. Per entrambi si osservano i picchi 
diagnostici dell’avvenuta coniugazione con formazione di carbammato (1704 e 1537 cm-1). 
In termini di resa, il migliore risultato è stato ottenuto con le condizioni applicate nella RUN 5. Purtroppo, il 
protocollo è stato ripetuto e non ha portato a risultati analoghi, evidenziando possibili errori sperimentali o 
scarsa riproducibilità della reazione. Infatti, le condizioni adottate nella RUN 5 e quelle della RUN 7 sono del 
tutto simili, eccetto che per la durata del quenching. Questa differenza, però non può giustificare il drastico 
cambiamento in termini di resa. Dopo aver esaminato le diverse condizioni di reazione, è stato scelto di 
seguire come procedimento definitivo quello avente attivazione della durata di 3h (RUN 10). La scelta del 
protocollo di reazione è stata basata sulla miglior resa di reazione, riferita all’ottenimento di un maggior 
quantitativo di prodotto solubile rispetto al precipitato. Alcune prove preliminari, volte a verificare la 
capacità di complessare il farmaco desametasone (paragrafo 3.2.8), condotte sui prodotti solubili ottenuti da 
protocolli con durata di attivazione 1h (RUN 9) e 3h (RUN 10) non hanno evidenziato differenze significative 
di solubilizzazione alle concentrazioni testate. 
Il protocollo di sintesi scelto (RUN 10), infine, è stato eseguito per 5 volte partendo da una quantità di 100 mg 
di QCS ottenendo in media 107±10 mg di prodotto solubile liofilizzato e 27±10 mg di prodotto insolubile in 
acqua.  
Dopo aver verificato l’uniformità di prodotto mediante analisi ATR/FT-IR, il prodotto solubile di interesse è 
stato riunito in un unico batch (497mg), denominato QCSMeCD. Questo prodotto è stato impiegato per 
tutte le analisi successive di complessazione e caratterizzazione dei complessi.  
Il prodotto insolubile è stato scartato perché non ritenuto utile al raggiungimento dello scopo preposto, ma 
potrà essere oggetto di approfondimenti futuri aventi come oggetto lo studio di matrici solide.  
Prima di essere sottoposto alle fasi successive di interazione con il farmaco e caratterizzazione del prodotto 
di complessazione, il polimero QCSMeCD è stato ulteriormente caratterizzato mediante 1HNMR e DSC.   
L’analisi 1HNMR è stata condotta all’interno di una collaborazione con il gruppo della prof. Barretta del 
Dipartimento di Chimica e Chimica Industriale dell’Università di Pisa. I campioni sottoposti ad analisi sono i 
due precursori, MeCD e QCS, il prodotto intermedio costituito da QCS attivato con lo spaziatore e 
sottoposto a quenching per inattivazione degli isocianati terminali (qQCSi) ed il prodotto finale QCSMeCD. 
Gli spettri e l’assegnazione degli spostamenti chimici sono riportati nelle figure 16-19. 
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Per quanto riguarda la ciclodestrina commerciale, il rapporto tra l’area del segnale a 3.25 ppm 
corrispondente ai protoni metossilici (-OCH3) e la somma delle aree dei segnali a 4.95 ppm e 5.15 ppm 
corrispondenti ai protoni anomerici, permette la verifica del grado di sostituzione dichiarato dal produttore.  
Per ciò che concerne il chitosano quaternarizzato, è stata determinata l’unità protonica dall’area sottesa dai 
segnali con spostamento 4.2-2.2 ppm, corrispondenti ai protoni dell’unità ripetente del chitosano, escluso 
l’anomerico, ed i metilenici della catena pendente. Quindi sono stati calcolati: il grado di deacetilazione, 
usando il segnale diagnostico dei protoni acetilici a 2.0ppm; il grado di quaternarizzazione in termini di 
sostituzione per unità ripetente e la lunghezza della catena pendente, sfruttando i segnali dei protoni metilici 
(1.6-0.7 ppm). 
L’analisi del prodotto intermedio qQCSi ha permesso di valutare il grado di sostituzione per lo spaziatore 
esametilenico usando come riferimento il segnale a 2.5 ppm dei metilenici terminali del pendente 
quaternarizzato e come diagnostici i segnali compresi nel range 1.7-0.6ppm, comprendente sia i protoni 
metilici della catena pendente che i 4 metilenici centrali dello spaziatore.    
L’interpretazione dello spettro 1HNMR del prodotto QCSMeCD ha permesso il calcolo del grado di 
coniugazione della ciclodestrina sul polimero quaternarizzato, usando come riferimento il segnale a 2.5ppm 
dei metilenici terminali del pendente quaternarizzato e come segnali diagnostici gli anomerici della 
ciclodestrina a 5.1 e 4.9 ppm. 
Le caratteristiche dei precursori e dei prodotti analizzati sono riassunte nella Tabella 3. 
Considerando il grado di sostituzione calcolato mediante 1HNMR, il peso molecolare dello spaziatore (HMDI), 
della ciclodestrina e delle unità ripetenti del CS e del QCS, è stato possibile calcolare il contributo ponderale 
dei diversi componenti del polimero coniugato sintetizzato.  
In dettaglio, QCSMeCD risulta costituito da 61,2% p/p di QCS, 12,2% p/p di spaziatore e 25,8% p/p di 
MeCD.  
Si evince quindi che nel polimero coniugato QCS e MeCD siano in rapporto ponderale 70:30. Questo dato è 
stato impiegato per le successive analisi di complessazione e caratterizzazione del complesso con DX, in cui 
oltre al polimero coniugato QCSMeCD e ai suoi singoli costituenti, QCS e MeCD, è stata analizzata anche la 
miscela fisica QCS/MeCD (70/30) in cui il polimero precursore e la ciclodestrina sono miscelati in modo da 
mantenere il rapporto ponderale che hanno nel polimero QCSMeCD, in cui sono covalentemente legati.    
Per completare la caratterizzazione della macromolecola sintetizzata, è stata compiuta un’analisi 
calorimetrica sul prodotto di sintesi, sui precursori (CS, QCS2 e MeCD) e sulla miscela fisica dei due 
precursori QCS2 e MeCD. Per uniformità di analisi, i campioni sono stati prima sottoposti ad analisi 
calorimetrica dopo liofilizzazione (paragrafo 3.2.6). I termogrammi dei campioni analizzati sono riportati nelle 
figure 20 e 21. 
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Nel termogramma di CS (Figura 20) si osserva inizialmente un picco endotermico slargato (60—150 °C) 
associato all’evaporazione dell’acqua legata, seguito da un picco esotermico (275-328°C) tipico della 
decomposizione del chitosano ed influenzato dal grado di deacetilazione (Piras, et al. 2014). L’effetto 
dell’avvenuta quaternarizzazione si riscontra nel termogramma del campione QCS2. Infatti, la transazione 
endotermica dovuta all’evaporazione dell’acqua è spostata a temperature più elevate (130-175°C) ed 
associata ad un picco endotermico più stretto rispetto a quello osservato per CS. Questo effetto, noto in 
letteratura (Gonil, et al. 2011), è giustificato da una maggiore capacità di ritenzione dell’acqua dovuta a un 
diverso arrangiamento supramolecolare. Inoltre, la presenza di catene pendenti alchilammonio determina 
una minore stabilità termica e ridotta cristallinità, riscontrata in un ‘anticipazione del picco esotermico di 
degradazione (234°C). 
Per quanto riguarda la MeCD (figura 21), il termogramma presenta un picco endotermico dovuto 
all’evaporazione dell’acqua legata (132°C) seguito da un picco endo/esotermico (306-350°C) attribuibile alla 
fusione (endo) e degradazione (eso) della ciclodestrina (Le Xin Song, et al. 2008). L’interpretazione di questa 
area del termogramma richiederebbe comunque ulteriori analisi investigative (es. analisi termo 
gravimetriche) per attribuire con certezza l’andamento osservato.  
Il termogramma del prodotto di sintesi presenta un picco endotermico analogo a quello dei precursori ed 
associato all’evaporazione dell’acqua legata (130-175°C), seguito da una serie di picchi esotermici (230-330 
°C) ed endotermici (330-350) attribuibili prevalentemente alla degradazione del QCS con domini altamente 
sostituiti con ciclodestrina (Gonil, et al. 2011). 
Il termogramma della miscela fisica di QCS e MeβCD, presenta un picco endotermico, più slargato dei suoi 
precursori, attribuibile all’evaporazione dell’acqua legata (50-150°C) seguito da un picco esotermico a 230-
260°C attribuibile alla degradazione posticipata del QCS (il picco ha subito uno shift di 10°C). Il lieve aumento 
di stabilità termica può suggerire un’ interazione tra i due materiali, confermata dallo slargamento del picco 
di evaporazione dell'acqua, tipicamente associato ad arrangiamenti supramolecolari disordinati dei 
polisaccaridi. Il termogramma, inoltre non presenta picchi endo/esotermici ad alte temperature, come 
osservato per la ciclodestrina da sola (306-350°C). Questo potrebbe da una parte confermare l'interazione 
con il polimero, dall'altra essere dovuto ad una perdita di sensibilità analitica dato che la miscela contiene 
prevalentemente QCS (QCS/MeCD 70/30).  
Per concludere, nell’impostazione della reazione di coniugazione è stato necessario impiegare un eccesso di 
spaziatore rispetto alle unità ripetenti del QCS per limitare la reticolazione del prodotto con conseguente 
formazione di un coniugato insolubile in acqua. Il QCS, presenta però sia ossidrili che ammine primarie capaci 
di reagire con isocianato e dare rispettivamente legami ureici o uretanici. Quindi per limitare il più possibile 
la reticolazione della macromolecola, sarebbe necessario un grande eccesso di spaziatore, almeno 5-10 volte 
il numero delle unità ripetenti (Salmaso 2007). In questa tesi di laurea, è stato preferito lavorare con un lieve 
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eccesso rispetto ai gruppi funzionali reattivi del QCS, considerando che in esso il 62% delle unità ripetenti 
presenta la catena pendente quaternaria. Nel QCS, la catena pendente è prevalentemente legata all’ammina 
dei residui di GlcN, ma non è escluso che una parte dei pendenti siano sostituiti sull’ossidrile in C6 (Zambito 
et al. 2006). Il rapporto molare dei reattivi impiegato ha consentito di ottenere in prevalenza un prodotto 
solubile in acqua, quindi con limitato grado di reticolazione. Di contro, non è stato possibile evitare la 
formazione di un prodotto insolubile in acqua (precipitato), che però costituisce solo 1/5 della massa totale 
del prodotto di coniugazione. Inoltre, le condizioni adottate consentono la realizzazione dei tre step in un 
arco di tempo complessivo di 8 ore, garantendo la reattività con catalisi basica (TEA) e senza l’utilizzo dell’ 
ottanoato di stagno, catalizzatore comunemente impiegato in questo tipo di reazioni.  
Analogamente, l’eccesso di ciclodestrina serve a limitare ulteriormente la formazione di reticolazioni QCS-
QCS o reticolazioni in cui la ciclodestrina si pone a ponte tra le catene del polimero QCS-MeCD-QCS. E’ stato 
preferito usare un lieve eccesso di MeCD per limitare il consumo di reattivi ed interrompere la reazione 
mediante quenching subito prima della comparsa di opalescenza durante lo step di coniugazione, indicativo 
di perdita di solubilità attribuibile a reticolazione. 
In generale la reazione è apparsa riproducibile in termini di resa e la caratterizzazione del prodotto tramite 
ATR/FT-IR, 1HNMR e DSC ha evidenziato l’avvenuta coniugazione con formazione di legami ureici, in 
prevalenza tra spaziatore e QCS, e legami uretanici tra spaziatore e MeCD. Nonostante l’elevato grado di 
sostituzione ottenuto per la MeCD (10.6%) ed il conseguente aumento del peso molecolare della 
macromolecola di partenza, il prodotto risulta solubile in soluzioni acquose. L’eccesso di spaziatore legato 
(grado di sostituzione 48.9%) potrà essere eventualmente ridotto in studi successivi di ottimizzazione delle 
condizioni di reazione. Inoltre, l’analisi calorimetrica compiuta sul prodotto di reazione, sui precursori e sulla 
miscela fisica ha evidenziato una notevole differenza tra il prodotto di coniugazione e la miscela fisica dei 
precursori, a testimonianza che nonostante sia presente una interazione tra i precursori in miscela fisica, le 
transizioni termiche registrate per il coniugato fanno supporre un diverso arrangiamento supramolecolare 
che potrebbe quindi riflettersi sulle capacità di complessazione della ciclodestrina legata. 
 
 
 
 
 
 
 
40 
 
3.3.2. COMPLESSAZIONE DESAMETASONE/MeβCD 
 
3.3.2.α SCELTA DEL METODO DI COMPLESSAZIONE E STUDI PRELIMINARI SUI PRODOTTI DI 
CONIUGAZIONE 
In letteratura sono descritti vari metodi di complessazione tra ciclodestrine e sostanze lipofile, tra cui la 
formazione di complessi a temperatura controllata e vari tempi di equilibrazione (Cappello et al. 2002), 
l’impiego di uno o più cicli di riscaldamento ad alte temperature (autoclave) (Loftsson et al. 2005; Vianna et 
al. 1998) o l’impiego di bagno sonicatore a temperatura controllata (Maria DN et al. 2016). Tutte le 
procedure prevedono la presenza di un eccesso di principio attivo sotto forma di corpo di fondo, rimosso poi 
tramite centrifugazione o filtrazione. La stabilità del complesso ottenuto è definita come il mantenimento 
della concentrazione di farmaco in soluzione nel tempo.    
La scelta di un protocollo di complessazione del desametasone (DEX) con MeβCD riproducibile e vantaggioso, 
da poter usare per le analisi successive, è stata basata sui risultati ottenuti con due protocolli di 
complessazione: il riscaldamento in condizioni di alta temperatura in presenza di vapore saturo (T =121°C, P 
= 1.0 atm) seguito dal mantenimento in bagno scuotitore a temperatura di 30°C per un periodo totale di 7 
giorni ed il mantenimento dei campioni in bagno scuotitore a temperatura controllata (30°C) per un periodo 
totale di 7 giorni per raggiungere l’equilibrio. I risultati mostrano una netta differenza tra le due condizioni di 
complessazione: con il primo metodo viene solubilizzata una quantità di 1.60 mg/ml di DEX, con il secondo 
metodo si raggiunge una concentrazione di DEX in soluzione pari a 1.20 mg/ml (i valori registrati sono diversi 
statisticamente per p<0.001). Entrambi i metodi dimostrano comunque un aumento rispetto al valore di 
solubilità intrinseca del DEX (<0.1mg/ml). 
Il complesso ottenuto dopo 2 ore di equilibrazione in bagno scuotitore a 30°C è stabile e non si osserva 
quindi una significativa variazione della solubilità di DEX nel tempo. 
Gli stessi risultati si possono osservare con i campioni mantenuti nelle medesime condizioni di trattamento 
ed analizzati nei giorni successivi, come mostrato in tabella 4. 
Alla luce di questi risultati è stato scelto come metodo migliore di complessazione del DEX in primo metodo, 
che prevede il trattamento ad alte temperature. Dai dati sperimentali ottenuti si può anche valutare che non 
ci sono differenze nella quantità di farmaco complessato dopo equilibrazione di un’ ora rispetto ad uno o più 
giorni; quindi è stato scelto quello di durata più breve. E’ stato inoltre verificato che l’applicazione di un 
secondo ciclo di trattamento nelle stesse condizioni sperimentali (Loftsson et al. 2005) non comporta 
aumento della solubilità del DEX (dati non riportati). 
I risultati del protocollo di complessazione per QCS2 (riferimento) e per QCSMeβCD con attivazione 1h e con 
3h (QCSMeβCD1 e QCSMeβCD3) a due concentrazioni diverse (1mg/ml e 3mg/ml) sono mostrati in figura 22.  
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Rispetto al valore di solubilità intrinseca del DEX uguale a 0.064 ± 0.002 mg/ml, il trattamento termico in 
presenza di QCS porta un leggero aumento della concentrazione del DEX in soluzione, attribuibile ad 
adsorbimento alle catene polimeriche: la quantità di DEX in soluzione nei campioni di QCS a concentrazioni di 
1mg/ml e 3mg/ml era rispettivamente di 0.072 ± 0.011 mg/ml e 0.118 ± 0.016 mg/ml. I due polimeri 
coniugati (QCSMeβCD1 e QCSMeβCD3) mostrano un significativo aumento della concentrazione di DEX in 
soluzione, ad entrambe le concentrazioni testate (1 e 3 mg/ml), a testimonianza che la MeβCD, anche 
quando coniugata con chitosano, mantiene la sua capacità di complessare farmaci idrofobici. La quantità di 
DEX in soluzione per i campioni di coniugato era di 0.257 ± 0.013 mg/ml e 0.268 ± 0.025 mg/ml 
rispettivamente per QCSMeβCD1 e QCSMeβCD3 quando utilizzati ad 1mg/ml; mentre la quantità di DEX nelle 
soluzioni era di 0.603 ± 0.070mg/ml e 0.550 ± 0.098 mg/ml rispettivamente per QCSMeβCD1 e QCSMeβCD3 a 
3mg/ml. Questa osservazione ha determinato la scelta del protocollo di sintesi che prevede l’attivazione di 
3h rispetto a quella di 1h. In questo modo si ottengono polimeri con simile capacità di complessazione, ma la 
resa del processo di sintesi è migliore, soprattutto in termini di prodotto solubile in acqua rispetto a prodotto 
insolubile.  
 
3.3.2.β STUDI DI SOLUBILITA’ E DETERMINAZIONE DELLA COSTANTE DI STABILITA’  
Le ciclodestrine formano dei complessi di inclusione con molecole host, determinando un aumento della 
solubilità (apparente) della sostanza in esame (host). Si instaura quindi una condizione di equilibrio dinamico 
tra forma complessata e quella libera, entrambe solubili in ambiente acquoso. La determinazione della 
costante di stabilità del complesso (K) avviene mediante studi di solubilità in cui l’aumento di solubilità 
apparente della molecola host è riportato in funzione di concentrazioni crescenti di ciclodestrina. Questo 
metodo di studio fu messo a punto da Higuchi e Connons nel 1965 (Higuci et al. 1965) e permette di valutare 
sia la costante di stabilità che la stechiometria del complesso. I risultati delle curve di solubilità sono 
solitamente classificati in tipo A o B, in base ai diagrammi di Higuci e Connors (fig. 23). 
 
Figura 23. Rappresentazione grafica dei profili di solubilità secondo Higuchi e Connors. Profili A e B e rispettivi sottotipi 
AP, AL, AN, BS e BI 
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La differenza principale tra le tipologie A e B consiste nella solubilità dei complessi: tipo A è associato ad un 
progressivo aumento della solubilità apparente in funzione della concentrazione di CD, il tipo B è invece 
associato a complessi con scarsa solubilità in acqua. Il tipo B è quello più comunemente individuato per la 
Ciclodestrina nativa.   
I tre sottotipi di A prevedono: profili AL hanno un aumento lineare della solubilità in funzione della 
concentrazione del solubilizzante; profili AP si discostano positivamente dalla linearità ad alte concentrazioni 
di ciclodestrina risultando più efficace ad elevate concentrazioni di CD; profili AN si discostano negativamente 
dalla linearità ad alte concentrazioni di ciclodestrina risultando meno efficace a elevate concentrazioni. Due 
sottoclassi sono state descritte per i profili di tipo B: BS presenta inizialmente un aumento lineare della 
solubilità in funzione della concentrazione di CD seguito da un plateau in cui, raggiunta la solubilità 
apparente massima del farmaco, un’ulteriore complessazione determina la precipitazione del complesso 
stesso; BI rappresenta invece complessi insolubili.  
La stechiometria del complesso formato può essere calcolata dal plateau, nel caso dei profili Bs, oppure 
essere dedotta dal coefficiente angolare della porzione di crescita lineare nei sistemi con profili A. In questo 
secondo caso, i complessi sono di primo ordine rispetto alla CD mentre l’agente complessato può essere 
anche di ordine superiore (cioè di tipo CD∙Dm). Il valore ‘m’ della stechiometria del complesso è maggiore di 1 
per coefficienti angolari maggiori di 1. Si registrano invece complessi di tipo 1:1 (m=1) con pendenze inferiori 
all’unità. Per definizione, l’efficienza di complessazione (CE) è calcolabile solo per complessi 1:1, mentre la 
costante di stabilità (K) calcolata per complessi di ordine superiore rispetto al farmaco (1:m) è la risultante 
della moltiplicazione delle K di stabilità dei complessi di ordine inferiore (Brewster et al. 2007).  
Per calcolare la costante di stabilità del DEX con MeβCD è stato seguito il protocollo di complessazione dei 
campioni esposto nel capitolo 3.3.2.α I campioni poi venivano analizzati tramite metodo UV-VIS, previa 
centrifugazione a 13000 rpm per 30 min. 
I risultati relativi allo studio di calcolo della costante di complessazione sono riportati in Fig 24: all'aumento 
della concentrazione di MeβCD è stato registrato un aumento lineare della concentrazione di DEX in 
soluzione. 
La solubilità intrinseca del DEX (So) alle condizioni applicate è 0.32 mM. Tramite le formule esposte nel 
paragrafo 3.2.11, sono stati calcolati il valore della K di complessazione, che corrisponde a 3409 mM-1, e 
l’efficienza di complessazione (CE) di 0.84. 
Per quanto riguarda la complessazione del DEX con il coniugato QCSMeCD si ottiene una profilo 
caratterizzato  da una crescita lineare della concentrazione del DEX in soluzione fino alla concentrazione 
corrispondente a 10mM di ciclodestrina (fig. 25). Il valore calcolato per la costante di complessazione prende 
in considerazione esclusivamente la porzione lineare, che avendo coefficiente angolare superiore a 1, 
rappresenta complessi CD∙Dm con m>1. Valutando il rapporto molare tra complessante e DEX si suppone 
m=2 e K pari a 15485 mM-1 . 
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Nel caso della miscela QCS/MeβCD avente lo stesso rapporto ponderale di QCS e MeCD del polimero 
coniugato QCSMeCD (70/30), otteniamo ancora una volta un aumento lineare della concentrazione del DEX 
in soluzione fino a 5mM di MeCD (Fig. 26). Per quanto riguarda il calcolo della costante di complessazione, 
essendo il coefficiente angolare della porzione lineare minore di 1, è possibile considerare m=1 ottenendo 
perciò una K di 4440 mM-1 e CE di 1.19.  
In letteratura è riportato un generale aumento delle costanti di stabilità dei complessi di ciclodestrine in 
presenza di polimeri (Loftsson et al. 2005).  
L’effetto del QCS sulla solubiltà del DEX è stata studiata applicando il protocollo di complessazione a miscele 
fisiche ternarie QCS/MeCD/DEX e confrontando i dati con quanto ottenuto dall’applicazione del protocollo 
a miscele fisiche di QCS/DEX o MeCD/DEX.  
I risultati delle analisi sui campioni di miscele binarie e ternarie di QCS e MeβCD si possono osservare nelle 
figure 35-36.  
Rispetto al valore di solubilità intrinseca del DEX in acqua si osserva un aumento della concentrazione di DEX 
sia in presenza di QCS che di ciclodestrina. Lo studio di solubilizzazione del DEX con concentrazioni crescenti 
(0 – 1.0%) di QCS (fig.27), mostra un lieve aumento della concentrazione di DEX in soluzione, con andamento 
non direttamente dipendente dalla concentrazione di QCS, indicativo di un fenomeno di adsorbimento 
aspecifico. 
L’uso di MeCD determina un aumento significativo della concentrazione del DEX in soluzione. Nello studio 
riportato (fig.28) la MeCD è presente sempre alla concentrazione 0.1% mentre e QCS è presente a 
concentrazioni crescenti (0 - 1%). Rispetto all’uso della sola ciclodestrina, si osserva un leggero aumento della 
concentrazione del DEX in soluzione. In accordo con i dati raccolti per la miscela QCS/DEX, questo aumento 
non è però linearmente dipendente dalla concentrazione di QCS impiegata. 
Infine, nel caso di una miscela binaria con concentrazione di QCS costante (0,1%) e concentrazioni crescenti 
di MeβCD (0-2%) (fig. 29) si osserva che la concentrazione di DEX in soluzione aumenta in modo lineare con la 
concentrazione di ciclodestrina fino alla concentrazione di 0,042mM (0,5%) di MeβCD. Per valori più alti, si ha 
un aumento della concentrazione di DEX che non è linearmente correlabile alla concentrazione di 
ciclodestina in soluzione. In accordo con quanto osservato in precedenza, si nota un lieve aumento della 
pendenza della porzione lineare della curva, rispetto a quanto registrato per la ciclodestrina in assenza di 
QCS. Il valore della costante di complessazione calcolato per la porzione lineare della curva (m=1) è 3386 
mM-1, con CE pari a 0.93. 
Alla luce dei risultati esposti, riassunti in Tabella 5, si deduce una generale influenza positiva del QCS sulla K 
di stabilità dei complessi tra MeβCD e DEX. Infatti, per la miscela fisica in cui QCS è mantenuto costante al 
variare della MeβCD si registra un aumento di CE e K di entità pari a quella calcolata per il complesso 
MeβCD/DEX. La miscela in cui il rapporto QCS/MeβCD è mantenuto costante (70/30) e quindi QCS aumenta 
in maniera proporzionale all’aumentare della concentrazione di MeβCD, porta ad un aumento di K e CE 
44 
 
molto più pronunciato rispetto al precedente. Per quanto riguarda il coniugato QCSMeβCD, la porzione 
lineare della curva di solubilità è stata associata ad un rapporto stechiometrico 1:2. L’ aumento di solubilità 
apparente del DEX è decisamente superiore a quanto registrato per le miscele fisiche, facendo supporre un 
contributo sinergico di QCS e MeβCD, in questo caso covalentemente legati. Questo salto di solubilità è 
facilmente apprezzabile dalla sovrapposizione delle curve registrate e riportata in figura 30. 
Un altro effetto della presenza di QCS è la deviazione negativa dalla linearità alle concentrazioni più elevate 
di ciclodestrina. Per le miscele fisiche le curve di solubilità hanno quindi un aspetto del tutto riconducibile alla 
tipologia AN. Per il coniugato QCSMeCD, la deviazione dalla linearità ad alte concentrazioni di ciclodestrina è 
più marcata rispetto a quanto osservato per le miscele fisiche. In questo caso, non è semplice identificare la 
tipologia di curva che potrebbe essere AN o BS. Per risolvere il dubbio, sarebbero necessarie altre misure a 
concentrazioni più elevate per verificare se la porzione terminale è descrivibile come plateau. Questo aspetto 
potrà essere indagato in seguito, anche se le più alte concentrazioni valutate presentano già una marcata 
viscosità (non misurata) e un ulteriore aumento potrebbe rendere difficile la gestione delle soluzioni e ridurre 
la riproducibilità delle analisi.    
     
 
3.3.2.γ  STUDIO SULLA DIFFUSIONE DEL DEX 
Lo studio preliminare sulla diffusione del DEX attraverso la membrana da dialisi mostra un rapido passaggio 
del farmaco nella fase donatrice per tutti i campioni saggiati. In dettaglio, per la soluzione di desametasone 
(DEX) si arrivava ad una diffusione di quasi il 90% del farmaco contenuto nei campioni dopo 3 h di test (fig. 
31). 
La diffusione del desametasone dalle diverse soluzioni a base di coniugato QCSMeβCD3 ed dai campioni di 
miscela fisica QCS/MeβCD mostrano in generale profili simili (figura 32 e 33). 
Per tutti i campioni, ad eccezione di QCSMeβCD3 3mg/ml, si raggiunge un valore di diffusione pari al 90% già 
dopo 3 ore, e il valore poi rimane costante anche nelle ore successive. 
Il campione di miscela fisica a concentrazione inferiore in 30 minuti aveva rilasciato 54% di farmaco, contro il 
46% per la miscela a concentrazione maggiore; dopo 1 ora veniva raggiunta una percentuale del 71% e del 
70% rispettivamente per la miscela a concentrazione 1.65mg/ml e 3.3mg/ml. Considerando che per entrambi 
il 90% del farmaco diffondeva nella fase ricevente dopo 2 ore, si può concludere che i profili erano 
paragonabili a quello della soluzione di DEX. 
Per il campione di QCSMeβCD3 si osservava una diversa capacità di diffondere del farmaco nella fase 
donatrice solo quando il coniugato veniva solubilizzato in PBS alla concentrazione maggiore. Infatti, come 
mostrato nella figura 41, il campione mostrava una diffusione molto più lenta con il 51% determinato nella 
fase ricevente dopo 1 ora e l’81% dopo 5 ore di test. Questo comportamento non era attribuibile alla 
presenza di una maggiore quantità di farmaco in quanto lo stesso comportamento non si osservava per la 
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miscela fisica. Mentre per la miscela fisica alla concentrazione di 1.65mg/ml avente concentrazione di 
farmaco uguale a quella del coniugato preparato alla concentrazione 1.0mg/ml, non si osservavano variazioni 
significative tra i due profili di dissoluzione, per la miscela fisica preparata alla concentrazione di 3.3 mg/ml 
ed avente la stessa concentrazione in principio attivo del coniugato 3.0mg/ml le differenze nei profili di 
dissoluzione erano apprezzabili (fig.34).  
L’interpolazione dei dati sperimentali secondo l’equazione di Korsmeyer e Peppas Mt/M∞ = Kt
n
 ha permesso 
di mettere in evidenza questa differenza nella diffusione del farmaco. Infatti anche se è inappropriato parlare 
di meccanismi di rilascio del farmaco dal carrier “coniugato chitosano-ciclodestrina” il coefficiente n uguale a 
0.4309 determinato per il QCSMeβCD utilizzato alla concentrazione 3.0 mg/ml rispetto a 0.5455 e 0.5145 
(Tabella 6) calcolati rispettivamente per soluzione di desametasone e miscela fisica (3.3 mg/ml) permettono 
di ipotizzare la presenza di una elevata affinità e possibile significativa interazione con la componente 
ciclodestrina del coniugato in grado di determinare una riduzione della velocità di diffusione del farmaco 
nella fase acquosa ricevente. 
Risultati simili, sono riportati in letteratura da Salmaso et al. (2007), secondo il quale alte concentrazioni di 
MeβCD rallentano in modo significativo il tasso di diffusione del farmaco, probabilmente a causa della sua 
elevata affinità con la ciclodestrina. 
La elevata affinità del farmaco per non si evidenziava quando le concentrazioni di QCSMeβCD erano basse 
(0.5 e 1.0 mg/ml) mentre è stato possibile apprezzare la sua presenza aumentando la concentrazione del 
coniugato. 
 
 
3.3.3 CARATTERIZZAZIONE DEL COMPLESSO ALLO STATO SOLIDO 
 
In questo lavoro di tesi, i campioni di coniugato QCSMeβCD alla concentrazione di 1mg/ml e 3mg/ml e 
miscele fisiche QCS/MeβCD 70/30 alla concentrazione di 3,3mg/ml e 1,65mg/ml venivano complessati con 
DEX seguendo il protocollo discusso nel paragrafo 3.3.2.α. Già caratterizzati in forma solubile, questi 
campioni venivano sottoposti a liofilizzazione e successivamente analizzati allo stato solido mediante 
calorimetria differenziale a scansione (DSC). 
La necessità di questo tipo di caratterizzazione è nata dall’esigenza che i complessi di ciclodestrine possono 
trovare impiego in forme farmaceutiche liquide (es. iniettabili, colliri, ecc.) oppure in forme solide, 
tipicamente per somministrazioni orali. Per alcune formulazioni può sussistere l’esigenza di mucoadesività; 
sono stati riportati studi di complessi con ciclodestrine mucoadesivi per applicazione in forme solide 
(Prabaharan et al. 2008) o in forme liquide (Sajomsang et al. 2012).  
La formazione di complessi con ciclodestrine in forma solubile non garantisce il mantenimento dello stesso 
allo stato solido. Infatti i processi applicati per ottenere complessi solidi da complessi in forma liquida, ad 
46 
 
esempio per disidratazione (essiccamento, spray drying, liofilizzazione, ecc) spesso determinano la 
dissociazione del complesso. La valutazione dei complessi allo stato solido, in generale mira alla 
identificazione dello stato in cui si trova il principio attivo oggetto di studio. Cioè alla determinazione di stati 
cristallini e amorfi del principio attivo o all’individuazione di interazioni con la ciclodestrina, riconducibili alla 
presenza di forme complessate (Mura, 2015). 
I campioni complessati con DEX ed analizzati sono I termogrammi ottenuti sono riportati in fig.35. 
Il termogramma del DEX presenta una transizione endotermica a 265°C, corrispondente al suo picco di 
fusione. Sia il coniugato che la miscela mostrano il picco endotermico (141°C per la miscela e 156°C per il 
coniugato) attribuito all’evaporazione dell’acqua legata. Per entrambe le tipologie di campioni, la regione più 
significativa per la caratterizzazione del complesso solido è quella compresa nel range di temperature 230-
340°C. Infatti, per la miscela il picco esotermico attribuito alla degradazione del QCS è seguito, in 
corrispondenza della temperatura di fusione del DEX, da un picco endotermico. Diversamente, nel coniugato 
si apprezza solamente un’ampia transizione esotermica. In questo ultimo caso, l’andamento del 
termogramma nella regione in esame è in accordo con quanto registrato per il coniugato QCSMeβCD non 
complessato (Fig. 29) e non si apprezza la presenza del picco di fusione del DEX, ma una più ampia  variazione 
calorimetrica interpretabile come la fusione/degradazione del complesso tra DEX e QCSMeβCD. 
Concludendo, nel caso della miscela fisica QCS/MeβCD la disidratazione del complesso solubile mediante 
liofilizzazione determina una parziale dissociazione del complesso con liberazione di DEX, per quale si osserva 
quindi il picco di fusione a 265°C. La solidificazione del complesso con il coniugato, invece non porta ad una 
evidente dissociazione del complesso: il picco di fusione del DEX non è apprezzabile. Questa osservazione è 
in totale accordo con la caratterizzazione già compiuta sul complesso in forma solubile, per il quale la K di 
stabilità è notevolmente più elevata ed associata a stechiometria 1:2, e per il quale si registra un profilo di 
diffusione cumulativa più lento rispetto alla miscela fisica.   
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4. CONCLUSIONI 
 
Il preparato QCSMeβCD oggetto di studio nel presente lavoro di tesi, ha dimostrato avere elevate capacità di 
complessazione, superiori all’impiego della miscela fisica dei due precursori. E’ stato dimostrato che il 
polimero QCS ha effetto positivo sulla solubilizzazione del DEX anche all’interno di miscele con MeβCD, ma 
questo effetto è amplificato nel coniugato, in cui i due precursori sono legati attraverso uno spaziatore 
esametilenico. In letteratura è riportato l’uso di spaziatori con catena alifatica più breve ed è dimostrato che 
la dimensione dello spaziatore influenza la complessazione (Buranaboripan et al. 2014). L’agente utilizzato in 
questo lavoro di tesi (HMDI) è solitamente impiegato come potente agente di reticolazione per l’ottenimento 
di forme farmaceutiche/biomediche quali idrogeli, nanogeli o beads. In questo caso, il suo utilizzo come 
spaziatore ha richiesto lo studio di condizioni di sintesi che limitassero la formazione di strutture ad elevata 
reticolazione e quindi insolubili in ambiente acquoso. La sua presenza, però, ha evidentemente condizionato 
il riarrangiamento supramolecolare dei due precursori, differenziando la forma covalentemente legata 
(QCSMeβCD) da quella generata dalla miscela fisica (QCS/MeβCD), come è risultato dalle analisi 
calorimetriche. Il legame covalente e il conseguente riarrangiamento sono alla base dell’aumento della 
solubilità apparente del DEX. Il complesso ottenuto ha però una minore solubilità in ambiente acquoso, 
attribuibile sia all’aumento del peso molecolare del coniugato, in cui il QCS ha un grado di sostituzione con 
MeβCD di 10.6% (dati 1HNMR) sia dalla formazione di complessi con stechiometria 1:2, in cui l’interazione 
della seconda molecola di DEX, sicuramente esterna alla cavità della ciclodestrina, è probabilmente associata 
alla formazione di cluster idrofobici. Questa considerazione è in accordo con i dati calorimetrici per i quali la 
liofilizzazione dei complessi del coniugato non determina la liberazione di DEX, che si trova cioè ancora 
complessato e trattenuto da QCSMeβCD.   
Lo studio compiuto conferma la possibilità di impiegare il coniugato come agente solubilizzante di farmaci 
idrofobici. La verifica del mantenimento delle capacità mucoadesive, proprie del precursore QCS, sarà 
oggetto di studi futuri, così come la verifica della citocompatibilità. 
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5. TABELLE E GRAFICI 
 
 
 
 
Tabella 2. Variazione delle condizioni di formazione del coniugato QCSMeβCD. 
 
RUN 
Rapporto molare Attivazione Coniugazione Quenching Prodottof 
QCS 
(URa) 
HMDI MeβCD  DMSO 
(ml)b 
Durata 
(h) 
DMSO 
(ml)b 
Durata 
(h) 
Durata 
(h) 
Sol 
(mg) 
Ins 
(mg) 
1c 1 1.4 1.7 4.2 3 1,2 3 no 144 208 
2 1 1.4 1.7 3.1 3 1,2 2 no 59 88 
3 1 3.3 1.7 4.5 3 1,6 3 no 86 44 
4 1 3.3 1.7 4.5 0.25 6 3 0.5d 64g - 
5 1 3.3 1.7 4.5 0.75 6 3 0.5 d  120g - 
6 1 3.3 1.7 4.5 3 7 3 0.5 d  33 42 
7 1 3.3 1.7 4 0.75 6 3 1 d  - 21g 
8 1 3.3 1.7 4 1 4 2 1 d  33 46 
9e 1 3.3 1.7 6 1 6 3 1 64 22 
10e 1 3.3 1.7 6 3 4 3 1 96 30 
 
a: Riferito al peso dell’unità ripetente del CS 15% DD. b: DMSO per 100mg di CS. c: intermedio non 
precipitato in Et2O 4°C. d: successivamente al quenching il prodotto è stato recuperato per precipitazione in 
Acetone a 4°C, e quindi risospeso in acqua e dializzato. e: tutti i solventi e reattivi sono stati usati distillati di 
fresco. f: ottenuti partendo da 100mg di QCS. g: condizioni non riproducibili 
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Tabella 3 Caratteristiche dei prodotti studiati e gradi di funzionalizzazione ottenuti. 
Prodotto Sostituente % di sostituzione  
  per UR 
MeCD -CH3 55.5 
QCS -COCH3 15.2 
 -[CH2CH2N
+(CH2CH3)2]n-CH2CH2N(CH2CH3)2 61.8; n=2 
qQCSi -COCH3 15.2 
 -[CH2CH2N
+(CH2CH3)2]n-CH2CH2N(CH2CH3)2 61.9; n=2 
 -CONHCH2(CH2)4CH2NH2 52.0 
QCSMeCD -COCH3 15.2 
 -[CH2CH2N
+(CH2CH3)2]n-CH2CH2N(CH2CH3)2 61.7; n=2 
 -CONHCH2(CH2)4CH2NH- 48.9 
 MeCD 10.6 
 
 
 
Tabella 4: Studio preliminare del metodo di complessazione: concentrazione di DEX nei campioni di MebCD 
(1%) in seguito ai due trattamenti applicati. 
Tempo di equilibrazione 
(gg) 
Autoclave 121°C,  
DEX 
(mg/ml ± SD) 
30°C, 1atm 
DEX 
(mg/ml ± SD) 
2(h) 1.60* ± 0.01 1.20± 0.07 
1 1.70 ± 0.01 1.20 ± 0.06 
5 1.50 ± 0.12 1.20 ± 0.10 
7 1.60 ± 0.25 1.30 ± 0.01 
 *statisticamente significativo p< 0.001, t- test 
 
 
 
 
50 
 
Tabella 5:  Interpolazione lineare, stechiometria, K di stabilità ed efficienza di complessazione ottenuti dalle 
curve di solubilità apparente dei complessi di MebCD in forma libera, coniugata o in miscela con QCS.  
  
CAMPIONE Interpolazione lineare CD∙Dm 
 RETTA  R
2 m K (mM-1) CE 
MeβCD 
y=0.4569x+0.2468 0.997 1 3409 0.84 
QCSMeβCD 
y=1.1296x+0.2895 0.993 2 15485 - 
QCS/MeβCD, 70/30 
y=0.5444x+0.2691 0.984 1 4440 1.19 
QCS/MeβCD, 0,1%/0-2% 
y=0.4809x+0.2736 0.991 1 3386 0.93 
 
 
 
Tabella 6. Interpolazione dei dati secondo l’equazione di Korsmeyer e Peppas e dati percentuali di diffusione 
di DEX, miscela fisica QCS/MeβCD 3,3mg/ml e coniugato QCSMeβCD 3mg/ml 
 
 n Log K  R2 DEX diffuso dopo 1 
ora 
(%) 
DEX diffuso dopo 5 
ore 
(%) 
DEX 0.5455 1.7901 0.9429 69.31 86.50 
QCSMeβCD 3mg/ml 0.4309 1.6921 0.9706 51.43 80.25 
QCS/MeβCD 
3,3mg/ml 
0.5145 1.8687 0.9839 71.38 90.22 
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Figura 10 : Retta di taratura del DEX tramite HPLC 
 
 
 
 
Figura 11 Retta di taratura di DEX tramite metodo UV-VIS 
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Figura 12:  ATR/FT-IR di QCS2: 3625-3100 ( OH e NH), 2977 (as CH3), 2925 (as CH2), 2877 (s CH3), 2856 s 
CH2), 1657 (C=O), 1580-1564 (bending –NH2  residuo e II banda ammidica),  1470-1456 (bending CH2 e CH3), 
1392 (bending CH3), 1375 (bending CH2), 1320 ( C-N del N-Acetilglucosamina), 1103 ( C-N ammina 
terziaria), 1025 ( C-O-C), 890-900 cm-1 (C-O-C  legame glucosidico).  
 
 
 
Figura 13 ATR/FT-IR di CS: 3625-2980 ( OH e  NH), 2980-2730 ( C-H), 1649 ( C=O ammide), 1587 
(bending –NH2), 1417 (bending del –CH2), 1375 (bending del CH), 1319 ( C-N della N-Acetilglucosamina), 
1025 ( C-O-C), 890-900 cm-1 (C-O-C  legame glucosidico). 
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Figura 14 Sovrapposizione spettri ATR/FT-IR di CS(nero), QCS0(blu), QCS1b(verde), QCS1(celeste), QCS2 (viola). Bande diagnostiche indicate dalle frecce in 
figura
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Figura 15 Sovrapposizioni spettri ATR/FT-IR del prodotto solubile, del corrispondente precipitato (RUN 10) e 
dell’intermedio attivato. Per entrambi QCSMeβCD prec e surn: 1704 e 1537 (uretano), 1618 e 1580 
(ureico), 1470-1456 (bending CH2 e CH3), 1392 (bending CH3), 1375 (bending CH2), 1320 ( C-N del N-
Acetilglucosamina), 1250 (C-N e C-O), C-OH della ciclodestrina (1155 cm-1), 1103 ( C-N ammina terziaria), 
1025 ( C-O-C), 890-900 cm-1 (C-O-C  legame glucosidico).  
 
 
 
Figura 16. 1HNMR in D2O di MeCD.  = 5.1 (s, 1H, anomerico posizione 1), 4.9 (s, 1H, anomerico posizione 
1), 3.9-3.8 (m, 1H, posizione 3), 3.8-3.7 (m, 3H, posizione 5 e 6), 3.6-3.4 (m, 2H, posizione 2 e 4), 3.2 ppm (s, 
3H, OCH3). 
 
MeCD 
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Figura 17. 1HNMR in D2O di QCS2.  = 4.5 (s, anomerico), 4.2-2.2(m, protoni struttura piranosica e metilenici 
–CH2N
+(CH2CH3)2CH2- e –CH2N(CH2CH3)2 delle catene pendenti), 2.0 (s, protoni metilici dei residui di acetil 
glucosammina), 1.6-1.1 (m, protoni metilici N+CH2CH3 delle catene pendenti), 1.0-0.7 ppm (m, protoni metilici 
-N(CH2CH3)2 terminale delle catene pendenti). 
 
 
 
Figura 18. 1HNMR in D2O di qQCSi, intermedio di reazione sottoposto a quenching prima della coniugazione 
con ciclodestrina.  = 4.2-2.6 (m, protoni struttura piranosica, metilenici –CH2N
+(CH2CH3)2CH2- e –
CH2N(CH2CH3)2 delle catene pendenti, metilenici adiacenti a N terminali dello spaziatore -
NHCH2(CH2)4CH2NH2), 2.5 (metilenici –CH2N(CH2CH3)2 delle catene pendenti), 2.0 (s, protoni metilici dei 
residui di acetil glucosammina), 1.6-1.1 (m, protoni metilici N+CH2CH3 delle catene pendenti e metilenici 
interni dello spaziatore -NHCH2(CH2)4CH2NH2), 1.0-0.7 ppm (m, protoni metilici del -N(CH2CH3)2 terminale 
delle catene pendent
QCS 
qQCSi 
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Figura 19. 1HNMR in D2O di QCS-MeβCD.  = 5.1 (s, 1H, anomerico posizione 1), 4.9 (s, 1H, anomerico posizione 1), 4.2-2.6(m, protoni struttura piranosica, 
metilenici –CH2N
+(CH2CH3)2CH2- e –CH2N(CH2CH3)2 delle catene pendenti, metilenici adiacenti a N terminali dello spaziatore -NHCH2(CH2)4CH2NH2 e tutti i 
protoni non anomerici della ciclodestrina), 2.5 (metilenici –CH2N(CH2CH3)2 delle catene pendenti), 2.0 (s, protoni metilici dei residui di acetil glucosammina), 
1.6-1.1 (m, protoni metilici N+CH2CH3 delle catene pendenti e metilenici interni dello spaziatore  -NHCH2(CH2)4CH2NH2), 1.0-0.7 ppm (m, protoni metilici del -
N(CH2CH3)2 terminale delle catene pendenti). 
QCS-MeCD 
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Figura20. Sovrapposizione dei termogrammi di CS (rosso) e QCS (verde). 
  
 
Figura 21. Sovrapposizione dei termogrammi dei precursori QCS, MeβCD, del prodotto solubile QCSMeCD e 
della miscela fisica QCS/MeβCD (70/30) con composizione analoga al coniugato.  
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Figura 22.  Concentrazione di DEX in soluzione in campioni di QCS (QCS) e di coniugato con attivazione  1h e  
3h (QCSMeCD1 e QCSMeCD3), a concentrazioni 1mg/ml e 3mg/ml, confrontato con la solubilità intrinseca 
del DEX (DEX). 
 
 
Figura 24. Curva di solubilità del DEX  in soluzioni acquose contenenti concentrazioni crescenti di MeβCD. 
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Figura 25.  Curva di solubilità del DEX  in soluzioni acquose contenenti concentrazioni crescenti di 
QCSMeβCD, rapportato al contenuto di MeβCD presente nel coniugato. 
 
 
Figura  26. Curva di solubilità del DEX  in soluzioni acquose contenenti concentrazioni crescenti di miscela 
fisica QCS/MeβCD (70/30); il grafico è espresso in molarità di DEX in funzione della molarità della MeβCD 
nella miscela.  
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Figura 27. Solubilità del DEX  in soluzioni acquose contenenti concentrazioni crescenti di  QCS. Nel grafico è 
riportata la solubilità intrinseca di DEX in soluzione acquosa (DEX S0) 
 
 
Figura 28. Solubilità del DEX  in soluzioni acquose contenenti MeCd allo 0.1% e concentrazioni crescenti di  
QCS. Nel grafico è riportata la solubilità di DEX in presenza di MeCd allo 0.1%  (DEX  MeCD )  
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Figura 29. Confronto tra le curve di solubilità del DEX ottenute in presenza di MeβCD (0-1.2%) e MeβCD (0%-
2%) in una miscela binaria con QCS( 0.1%).   
 
 
 
 
Figura 30. Sovrapposizione delle curve di solubilità del DEX in funzione della molarità di MeβCD: soluzioni di 
sola MeβCD, coniugato QCSMeβCD e miscele QCS/MeβCD rapporto 70/30 e QCS (0,1%)/MeβCD (0%-2%). 
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Figura 31  Profilo di diffusione cumulativa di DEX nella fase donatrice in funzione del tempo 
 
 
 
 
 
Figura 32 Sovrapposizione dei profili di diffusione cumulativa del DEX  in funzione del tempo,  per campioni di 
QCSMeβCD ( concentrazione 0,5-1-3mg/ml) 
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Figura 33 Sovrapposizione dei profili di diffusione cumulativa del DEX  in funzione del tempo, per campioni di  
miscela fisica 1,65mg/ml e 3,3mg/ml 
 
 
 
Figura 34. Sovrapposizione dei profili di diffusione cumulativa del DEX  in funzione del tempo, per campioni 
di desametasone (DEX), coniugato (QCSMeCD)  3mg/ml e miscela fisica (QCS/MeCD) 3,3mg/ml
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Figura 35. Sovrapposizione termogrammi di DEX, coniugato QCSMeβCD a concentrazione 3mg/ml e miscela QCS/MeβCD (70/30) a concentrazione 3,3mg/ml 
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7. ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI 
 
CD                                              Ciclodestrina 
CS                                               Chitosano 
DEAE-Cl                                     Dietilamminoetil-cloruro 
DEX                                            Desametasone 
GLcN                                          D-Glucosammina 
GlcNAc                                      N-Acetil-D-Glucosammina 
HMDI                                         Esametilene diisocianato 
MeβCD                                      Metil-β-Ciclodestrina  
QCS                                            Chitosano quaternarizzato N+ Ch 60 secondo riferimento bibliografico Zambito et 
al.2008. Riprodotto seguendo il protocollo di sintesi esposto nel paragrafo 3.2.1 
QCSMeβCD                               Chitosano quaternarizzato legato alla ciclodestrina (MeβCD) secondo il   
protocollo di sintesi esposto nel capitolo 3.2.2 con metodo di preparazione 
definitivo. 
QCSMeβCD1 Chitosano quaterna rizzato legato alla ciclodestrina (MeβCD) secondo il   
protocollo di sintesi esposto nel capitolo 3.2.2 (con attivazione di 1h - RUN 9) 
QCSMeβCD3                             Chitosano quaternarizzato legato alla ciclodestrina (MeβCD) secondo il 
protocollo di sintesi esposto nel capitolo 3.2.2 (con tempo di attivazione di 3h-
RUN 10). Riprodotto poi più volte per ottenere il batch QCSMeβCD.  
QCS/MeβCD                             Miscela fisica composta da QCS e MeβCD in rapporto ponderale 70/30 
QCSMeβCD-ins                        Parte insolubile del coniugato di sintesi 
QCSMeβCD-sol                        Parte solubile del coniugato di sintesi 
qQCSi                                         Intermedio di reazione in cui il QCS è legato allo  spaziatore HMDI, inattivato 
mediante quenching. 
TEA                                             Trietilammina. 
